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1 UVOD 
 
Večina bakterij se lahko veže na trdne površine in tvori biofilme, ki so definirani kot 
mikrobne populacijske strukture, obdane z matriksom, kjer so celice povezane med 
seboj in na površino ali interfazo (Prigent – Combaret in sod., 1999). Bakterijski 
biofilmi so najbolj pogosta oblika bakterijske rasti v naravi (Lau in sod., 2009). Celice 
so obdane z zunajceličnim matriksom (EPS = »extracellular polymeric substances«), ki 
je večinoma sestavljen iz polisaharidov (Kovach in sod., 2017). Biofilmi so lahko 
sestavljeni iz ene ali več bakterijskih vrst (Mah in O’Toole, 2001). Njihova dolga 
evolucijska zgodovina jih je izpostavila zelo različnim okoljem in tako so razvili 
izjemno plastičnost pri odzivanju na lokalno spreminjajoče se fizikalno-kemijske 
pogoje. Lahko zaznajo in se odzovejo na kemične, termalne in mehanske signale, pa 
tudi na električna in magnetna polja (Persat in sod., 2015). Biofilmi se pojavljajo v 
mnogih okoljih in industrijskih procesih, kjer so lahko ali koristni, ali pa škodljivi 
(Peterson in sod., 2015). Na primer, tvorijo se na katetrih in protezah in tako povzročijo 
obstojne, proti antibiotikom odporne okužbe, prav tako pa lahko zamašijo pipe, cevi in 
kontaminirajo hrano v industrijskem okolju (Danese in sod., 2000). 
Mehansko stabilnost biofilmu daje EPS, ki zapolni in tvori prostor med bakterijskimi 
celicami in jih drži skupaj. Omogoča vezavo celic na trdne površine in daje biofilmu 
mehansko strukturo (Körstgens in sod., 2001). Bakterije proizvajajo širok spekter 
eksopolisaharidov, ki imajo specifično monomerno sestavo (Ren in sod., 2016). 
Polisaharidi so pomembne sestavine površine bakterijske celice in igrajo kritično vlogo 
pri njeni interakciji z okoljem (Stevenson in sod., 1996). Najbolj težavna lastnost 
bakterij, ki rastejo v biofilmu je velika odpornost proti tretiranju z biocidi in detergenti 
(Prigent – Combaret in sod., 1999). Ta fenomen, ki je vezan na strukturo zunajceličnega 
matriksa, je čedalje večkrat prepoznan kot ključni faktor pri persistenci različnih 
infekcij (Stewart, 2002). Večina biopolimerov je viskoelastičnih, torej izražajo tako 
trdno (elastično), kot tudi tekoče (viskozno) obnašanje (Stoodley in sod., 1999). 
V tej magistrski nalogi smo testirali, kako sprememba izražanja zunajceličnih polimerov 
pri biofilmih bakterije Escherichia coli (poli-beta-N-acetil-glukozamin (PGA), kodri, 
kolanska kislina), vpliva na viskoznost in viskoelastičnost njenega biofilma, pa tudi, 
kako vpliva na odpornost proti protimikrobnim sredstvom, specifično proti vodikovemu 
peroksidu. 
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1.1 NAMEN 
 
Namen magistrske naloge je ugotoviti, kako sprememba izražanja zunajceličnih 
polimerov vpliva na mehanske lastnosti biofilma bakterije Escherichia coli ter kako 
vpliva na učinkovitost delovanja protimikrobnih sredstev (H2O2). Poleg tega želimo 
ugotoviti tudi, kako dodatek površinsko aktivnih snovi (SDS) vpliva na mehanske 
lastnosti biofilmov sevov E. coli, ki večinsko proizvajajo le enega od zunajceličnih 
polimerov. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Bakterijski sevi E. coli, ki preferenčno proizvaja enega od zunajceličnih polimerov, 
bodo naredili biofilme z različnimi mehanskimi lastnostmi. 
- Dodatek detergenta v biofilme sevov E. coli, ki preferenčno proizvajajo enega od 
zunajceličnih polimerov, bo biofilme zmehčal. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BIOFILM 
 
Biofilmi so sesilne skupnosti mikrobov, ki rastejo na površinah in so obdane z 
matriksom, ki je sestavljen iz zunajceličnih polimerov (Lau in sod., 2009). Lahko jih 
najdemo v skoraj vsakem habitatu na Zemlji (Wloka in sod, 2004). Zaradi njihove 
obstojnosti in zastopanosti imajo bakterijski biofilmi še posebno velik vpliv na zdravje 
ljudi, okolje in industrijske sisteme (Lau in sod., 2009). Zmožnost bakterij, da 
kolonizirajo stalne medicinske naprave in nizka občutljivost biofilmov na biocide ter 
antibiotike, lahko vodi v hude okužbe (Prigent – Combaret in sod., 2000). V industriji 
biofilmi lahko povzročijo pospešeno korozijo jeklenih površin, padec zvišanega tlaka in 
kontaminacijo ter kvar produktov. Odcepitev celic iz biofilmov v objektih prehrambene 
industrije in sistemih pitne vode lahko rezultira v potencialnem prenosu patogenov 
preko kontaminirane hrane, pitne vode ali aerosolov. Na medicinskih napravah, kot so 
vodne linije dentalnih enot ali ventilatorji, ima rast in kasneje odcep bakterij iz biofilma 
potencial, da poveča tveganje za izpostavljenost pacientov patogenom (Stoodley in sod., 
2002). Običajno so mnogo bolj odporni proti antibiotikom in drugim protimikrobnim 
sredstvom (tudi gostiteljevemu obrambnemu odzivu), kot planktonske bakterije iz iste 
vrste. Na ta pojav naj ne bi vplivale posamezne lastnosti biofilma, ampak gre za 
manifestacijo več faktorjev, kot na primer lastnosti, ki vplivajo na penetracijo 
protimikrobnih snovi, metabolna aktivnost celic biofilma in fenotipska variabilnost 
znotraj biofilma (Parsek in Fuqua, 2004). V odpornost proti antibiotikom lahko vodi 
tudi  mehanska integriteta biofilmskega matriksa, ker stabilna prostorska ureditev 
bakterij omogoča nastanek diferenciranih mikrookolij s fenotipsko antibiotično 
odpornostjo. Prav zato je za čiščenje infekcij z biofilmi pogosto potrebno mehansko 
odstranjevanje, ker so biofilmi odporni proti antibiotikom in drugim protimikrobnim 
sredstvom, gostiteljevemu imunskemu odzivu pa se lahko izognejo (Kovach in sod., 
2017). 
Za strukturen opis biofilma so predlagali tri modele – heterogeni mozaik, gosto 
konfluentno rast in penetriran vodni kanal. Vsaka od teh možnosti bi lahko bila 
pravilna, glede na širok spekter biofilmov, ki so jih že preiskovali (Sutherland, 2001). V 
obliki kontinuiranih filmov, ki pokrivajo velike površine, se biofilmi pojavijo bolj 
redko. Pogosteje so to neenakomerno porazdeljeni večji in manjši skupki biofilmskih 
struktur (Bas in sod., 2017). V naravnih razmerah večina bakterijskih vrst živi v obliki 
biofilma, medtem ko manjši delež bakterijske populacije živi v obliki prosto plavajoče 
oziroma planktonske oblike (Danese in sod., 2000). Obe obliki rasti najbolj ločuje to, da 
so predvsem celice biofilma obdane z EPS matriksom. O matriksu je znanega bolj malo, 
predvsem zaradi njegove dinamične narave – njegova sestava je odvisna od prisotnih 
organizmov in okoljskih pogojev (Parsek in Fuqua, 2004). Celice v biofilmu so 
običajno ujete znotraj matriksa, izgrajenega iz zunajceličnih polimernih substanc (EPS), 
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ki jih primarno producirajo sami mikroorganizmi (Parsek in Fuqua, 2004). En sam 
bakterijski sev lahko producira več različnih takšnih snovi. Ti biofilmu zagotavljajo 
kemijsko zaščito, vendar pa je bolj malo znanega o tem, ali lahko nudijo zaščito tudi 
pred fizikalnim stresom, kot je na primer strig ali fagocitotsko zaužitje (Kovach in sod., 
2017). Mnoge bakterijske zunajcelične strukture, sestavljene iz proteinov ali iz 
karbohidratov, so opisali kot bistvene za interakcijo z inertnimi površinami (Prigent – 
Combaret in sod., 2000). Bakterije med pritrjanjem na površino izločajo mešanico EPS 
matriksa, kar poveča njihovo afiniteto za porozne, grobe in kemijsko heterogene 
površine. Prav tako bakterije konstruirajo proteinske strukture, ki izboljšajo njihovo 
adhezijo na površine. Na primer, pili in fimbrije pomagajo celicam pri premagovanju 
odbojnih sil med celično membrano in abiotsko površino (Persat in sod., 2015). Tipične 
komponente biofilmov so mikroorganizmi, zunajcelične polimerne substance (EPS), 
skoraj 98% pa predstavlja voda. Gelu podoben EPS matriks je metabolni produkt 
bakterij in je sestavljen iz različnih vrst polisaharidov, ki pa jih pogosto spremljajo tudi 
nukleinske kisline in lipidi. EPS varuje biofilm pred  okoljskim stresom, dovaja celicam 
nutriente in omogoča komunikacijo med celicami (Wloka in sod., 2004).  
 
2.1.1 Biofilmski matriks 
 
Biofilmski matriks je dinamično okolje, v katerem mikrobne celice očitno dosežejo 
homeostazo in so optimalno organizirane tako, da uporabijo vse nutriente, ki so jim na 
voljo (Sutherland, 2001). Skupaj z ekspresijo proteinskih adhezinov je produkcija 
matriksa bistvenega pomena za dozorevanje strukture biofilma (Beloin in sod., 2008). V 
matriksu je prisotna heterogenost, znotraj katere obstajajo številna mikrookolja. Voda se 
lahko veže znotraj kapsul mikrobnih celic, lahko pa obstaja kot topilo, katerega 
fizikalne lastnosti, kot je viskoznost, določajo topljenci, raztopljeni v njej. Vezava vode 
in mobilnost znotraj biofilmskega matriksa je ključna za difuzijske procese, ki se 
dogajajo znotraj biofilma (Sutherland, 2001). Adhezivne lastnosti matriksa omogočajo 
bakterijam, da ostanejo blizu površine in da se povežejo med seboj. Še več, interakcije 
med polisaharidi in drugimi komponentami matriksa, kot na primer tiste med celulozo 
in kodri, lahko sodelujejo pri tridimenzionalni rasti biofilma (Beloin in sod., 2008). 
Čeprav eksopolisaharidi matriksu zagotovijo okvir, je znotraj njega mogoče najti širok 
spekter encimske aktivnosti in nekatere od njih močno vplivajo na strukturno integriteto 
in stabilnost. To stabilno stanje lahko radikalno spremenimo, če na biofilm vplivamo s 
fizikalnimi silami, kot je na primer močan strig, ali pa preko zunanjih ali notranjih 
kemijskih reakcij, ki povzročijo odcep in izgubo regij biofilma (Sutherland, 2001). 
Biofilmski matriks ponuja konstantno hidrirano viskozno plast, ki varuje bakterije pred 
izsušitvijo oziroma gostiteljevim obrambnim sistemom, tako, da mu prepreči, da zazna 
bakterije. Matriks prav tako igra pomembno zaščitno vlogo kot difuzijska bariera in 
lijak za toksične molekule, kot so antimikrobna sredstva, hidroksilni radikali in 
superoksidni ioni (Beloin in sod., 2008).  
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2.2 BAKTERIJA Escherichia coli 
 
Escherichia coli je raznolika vrsta bakterij, ki vključuje člane normalne komenzalne 
mikrobiote pri človeku in živalih, pa tudi patogene seve, ki so veterinarsko in 
medicinsko pomembni (Vogeleer in sod., 2014). Običajno je fekalnega izvora, zato jo 
lahko uporabljamo za indikacijo sanitarne kvalitete vode v okolju procesiranja hrane 
(van Houdt in Michiels, 2005). Mnogi sevi, ki povzročajo človeške bolezni, še posebno 
tisti, odgovorni za bakteriemijo in sepso, izražajo virulentne faktorje, ki dajejo 
bakterijam odpornost proti komplementnemu sistemu (Biesecker in sod., 2018). E. coli 
je po Gramu negativna bakterija paličaste oblike. Celice lahko rastejo same ali paroma, 
nekatere pa so gibljive, ker imajo peritrihne flagele. So fakultativni anaerobi, optimalno 
pa rastejo v aeriranih pogojih na 37 °C, s  povprečnim podvojevalnim časom 20 minut v 
kompleksnem mediju (Meng, 2007). Formiranje večceličnega biofilma zagotavlja 
bakteriji zaščito pred protimikrobnimi sredstvi in gostiteljevim imunskim odzivom 
(Biesecker in sod., 2018). Taksonomsko je E. coli uvrščena v družino 
Enterobacteriaceae, serološko pa se sevi delijo glede na tri glavne površinske antigene: 
O (somatski), H (flagelarni) in K (kapsularni) antigeni (Meng, 2007). PCR analize so 
pokazale, da so tudi nekaterih komenzalnih sevih E. coli prisotni nekateri geni za 
virulenco. Vendar pa sama prisotnost enega ali večih takšnih genov še ne zadostuje, da 
bi sev dobil status patogena, razen če je prisotna kombinacija virulenčnih genov, ki 
dejansko povzroči bolezen v specifični gostiteljski vrsti. S pomočjo filogenetskega 
pristopa je Clermont leta 2000 opisal kombinacijo treh genov, s katero je mogoče 
razločiti med patogeni (filogenetski skupini B2 in D), ter komenzali (filogenetski 
skupini A in B1) (Chapman in sod., 2006). Večina sevov je komenzalov (Meng, 2007). 
Pri imunokompetentnih posameznikih komenzalna E. coli naseljuje črevesje, kjer 
človeškemu gostitelju zagotavlja hranila in zaščito pred patogenimi organizmi 
(Biesecker in sod., 2018). Bakterija E. coli je postala model za raziskovanje mnogih 
bistvenih celičnih procesov. Zaradi pridobljenih genomskih sekvenc velikega števila 
sevov bakterije E. coli je zdaj več znanega o njej, kot o kateremkoli drugem živečem 
organizmu (van Houdt in Michiels, 2005). 
 
2.2.1 Razvoj biofilma bakterije E. coli 
 
Nastanek biofilma je tako običajen fenomen, da praktično vsak material, ki pride v stik 
z naravno prisotnimi tekočinami, kot na primer kri ali morska voda, hitro postane 
prekrit z bakterijami (Prigent – Combaret in sod., 1999). Formacija biofilma zahteva 
specifične korake in jo običajno opišemo kot proces v štirih korakih: začetni kontakt, 
vezava, zorenje in razpad (Vogeleer in sod., 2014).  
Prvi korak pri formaciji biofilma E. coli je reverzibilna vezava na površino (Vogeleer in 
sod., 2014). Trdna površina mora biti običajno kondicionirana, kar pomeni, da je 
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modificirana z adsorpcijo različnih topljencev in ima spremenjene lastnosti v primerjavi 
z nekondicionirano površino (van Houdt in Michiels, 2005). Za to interakcijo so 
pomembni tako okoljski (temperatura, pH, ionska sila medija in nagubanost površine), 
kot tudi bakterijski faktorji (hidrofobnost, gibljivost). Poleg tega so ugotovili, da je 
gibljivost, ki jo omogočajo flageli, pomemben faktor pri prvem koraku nastajanja 
biofilma pri E. coli, ker sev K12, ki nima flagel, ne more producirati biofilma (Vogeleer 
in sod., 2014).  
Drugi korak pri nastajanju biofilma je ireverzibilna vezava, na katero pogosto vpliva 
prisotnost površinskih struktur, kot so fimbrijski adhezini (Vogeleer in sod., 2014).   
Tretji korak pri formaciji biofilma je zorenje. Med zorenjem biofilma se bakterije še 
naprej pomnožujejo in producirajo zunajcelični matriks. Na tej stopnji biofilm pridobi 
tridimenzionalno strukturo, ki je predvsem rezultat interakcij med bakterijami (Vogeleer 
in sod., 2014). Te so tudi glavni razlog, da proces zorenja vodi v formacijo 
heterogenega fizikalno-kemijskega okolja, v katerem bakterije v biofilmu izražajo 
karakteristične fiziološke značilnosti, ki jih razlikujejo od planktonskih bakterij (Beloin 
in sod., 2008). V bakterijsko adhezijo in arhitekturo biofilma je vključenih več 
površinskih proteinov in komponent zunajceličnega matriksa. Pri E. coli so identificirali 
dva pomembna faktorja za ta korak: avtotransporterje, ki so pomembni pri interakcijah 
med celicami, in eksopolisaharide, ki so pomembni pri arhitekturi matriksa (Vogeleer in 
sod., 2014).  
Zadnji korak pri formaciji biofilma je odcep bakterij iz biofilma in njihova razpršitev, 
kar pripomore k prenosu bakterij. Razpad je kompleksen proces, ki vključuje več 
signalov iz okolja. Bakterije v splošnem zamenjajo planktonski življenjski stil za 
biofilmskega z zaznavanjem signalov iz okolja (Vogeleer in sod., 2014).   
Takšen razvoj biofilma in odcep celic (ali individualno ali pa v skupkih) je reguliran s 
populacijsko, od gostote odvisno gensko ekspresijo, ki jo kontrolirajo signalne 
molekule, kot so acilirani homoserin laktoni (AHL) za po Gramu negativne in specifični 
peptidi za po Gramu pozitivne bakterije. Pri E. coli AHL niso neposredno vpleteni v 
formacijo biofilma, ker je to organizem, ki AHL ni sposoben proizvajati. Vendar pa E. 
coli proizvaja receptorju podoben protein SdiA, ki je podoben LuxR transkripcijskemu 
aktivatorju v od AHL odvisnem kvorum sensingu. SdiA omogoča, da lahko signalne 
molekule, ki jih proizvajajo druge bakterijske vrste, vplivajo na formacijo biofilma E. 
coli v naravnih okoljih. Veliko sevov E. coli proizvaja avtoinducer-2 (AI-2), ki je široko 
razširjen tako pri po Gramu negativnih kot tudi pozitivnih bakterijah in je odvisen od 
gena luxS (van Houdt in Michiels, 2005). S-ribozil-L-homocistein se s pomočjo LuxS 
razcepi na homocistein in 4,5-dihidroksi-2,3-pentandion (DHP), ki je prekurzor za 
nastanek AI-2. AI-2 nastane s spontano ciklizacijo DHP (Frederix in Downie, 2011). 
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Vpleten je v regulacijo mnogih funkcij pri E. coli, kot na primer produkcija flagelov in 
mobilnost, ki vpliva na formacijo biofilma (van Houdt in Michiels, 2005).  
 
2.2.2 Zunajcelični matriks bakterije E. coli 
 
Eksopolisaharidi, kot so celuloza in beljakovinski kodrasti fibrili, so izraženi v 
zunajceličnem matriksu pri mnogih članih družine Enterobacteriaceae, med drugim pri 
rodovih, kot so Salmonella spp., Enterobacter spp., Shigella spp. in Klebsiella spp., pa 
tudi pri vrsti E. coli. Te komponente zunajceličnega matriksa spodbujajo adhezijo na 
biotske oziroma abiotske površine (Biesecker in sod., 2018). Matriks biofilma E. coli je 
lahko sestavljen iz treh različnih eksopolisaharidov: poli-N-acetilglukozamina (PGA), 
kolanske kisline in celuloze (Vogeleer in sod., 2014). Geni, vpleteni v biosintezo teh 
ekspolisaharidov, so običajno zbrani na specifičnem lokusu, znotraj genoma, in kodirajo 
glikoziltransferaze, ki polimerizirajo in razvejujejo polimer, in encime, ki so odgovorni 
za dodajanje substituentov (Ren in sod., 2016). Več eksopolisaharidov, ki jih najdemo v 
biofilmskem matriksu E. coli (celuloza, PGA, kolanska kislina), je ključnih komponent 
matriksa, medtem ko se nekatere druge, kot na primer lipopolisaharidi in kapsularni 
polisaharidi, ne akumulirajo pomembno v matriks, vendar pa še vedno igrajo 
pomembno vlogo pri formaciji biofilma. Čeprav te komponente lahko koeksistirajo v 
matriksu, pa trenutno védenje o teh polimerih nakazuje, da je njihovo izražanje 
podvrženo regulaciji, ki pa še ni dobro neraziskana. Izločene polisaharide so prepoznali 
kot ključne elemente, ki oblikujejo in zagotavljajo strukturno podporo za biofilm. Ti 
polimeri so zelo raznoliki in so pogosto vpleteni v vzpostavitev celičnih kontaktov, ki 
pripomorejo k formaciji biofilmov na interfazi med tekočino in trdnino, peliklov na 
interfazi med zrakom in tekočino, celičnih agregatov in skupkov v tekočih kulturah ter 
nagubane morfologije kolonij na agarskih ploščah (Beloin in sod., 2008).  
 
 Poli-beta-N-acetil-D-glukozamin (PGA) 
 
Poli-beta-N-acetil-D-glukozamin (PGA) je polimer, ki igra pomembno vlogo pri 
formaciji biofilma, ker posreduje pri medcelični adheziji in vezavi na površine, prav 
tako pa služi kot adhezin, ki stabilizira biofilm (Kang in sod., 2018). Gre za polimer, ki 
ga lahko najdemo tudi pri mnogih bakterijskih patogenih, kot so Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis in Yersinia pestis. Ta opažanja kažejo, da je od PGA 
odvisna adhezija ali formacija biofilma pomemben virulenčni faktor pri različnih 
bakterijskih vrstah (van Houdt in Michiels, 2005). Pred kratkim so pokazali tudi, da je 
pomemben pri vezavi na abiotske površine in pri medcelični adheziji. Še več, 
depolimerizacija PGA je vodila v razpad biofilma (Beloin in sod., 2008). 
Produkcija PGA je odvisna od operona pgaABCD, ki kodira proteine, vpletene v 
sintezo, transport in lokalizacijo PGA (Beloin in sod., 2008). Protein PgaA ima 
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pomembno vlogo pri transportu PGA preko zunanje membrane. PgaB je 
zunajmembranski lipoprotein, ki katalizira N-deacetilacijo PGA, lahko pa tudi spodbuja 
transport PGA preko porina PgaA. PgaC in PgaD sta ključna za biosintezo PGA – PgaC 
katalizira polimerizacijo monomernih enot UDP-N-acetilglukozamina, da nastane 
linearni homopolimer PGA, PgaD pa pomaga glikoziltransferazi PgaC pri polimerizaciji 
PGA (Kang in sod., 2018). 
 
 Kodri 
 
Amiloidna kodrasta vlakna so glavna proteinska komponenta zunajceličnega matriksa 
(Smith in sod., 2017), ki pomagajo pri bakterijski adheziji, izboljšajo formacijo 
biofilmov (Biesecker in sod., 2018) in so vpleteni pri bakterijski avtoagregaciji (Saldaña 
in sod., 2009), ker so ena glavnih struktur za adherenco, ki omogoča začetno vezavo in 
interakcije med celicami (Pringent – Combaret in sod., 2000).  Da so kodri vpleteni v 
formacijo biofilma so ugotovili iz opažanja, da prekomerna ekspresija gena csgA, ki 
kodira protein koder, rezultira v fenotipu, ki proizvaja biofilm, medtem ko je delecija 
povzročila izgubo adhezije. Še več, rezultat pretirane ekspresije je bil diferenciiran, zrel 
biofilm, v primerjavi z nediferenciiranim biofilmom, ki ga je formiral izogeni divji tip 
(van Houdt in Michiels, 2005).   
Kodri so tanki, agregativni fimbriji, ki jih producirajo mnoge bakterije iz družine 
Enterobacteriaceae, med drugim tudi E. coli in Salmonella typhimurium (Smith in sod., 
2017), ki vežejo laminin, fibronektin, plazminogen, človeške kontaktne fazne proteine 
in molekule MHC razreda I. (Gophna in sod., 2001). Morfološko gledano so  tanka (2 – 
5 nm premera), zvita, visoko agregativna vlakna različnih dolžin, ki štrlijo iz bakterijske 
površine kot amorfen matriks (Saldaña in sod., 2009). So heteropolimerni proteinski 
filamentozni dodatki, ki so sestavljeni iz velike (CsgA) in male (CsgB) podenote in 
vplivajo na adhezivne lastnosti več biofilm proizvajajočih sevov E. coli (van Houdt in 
Michiels, 2005). 
Kodri se sestavljajo zunaj bakterije, s precipitacijo izločenih topnih monomerov 
proteina CsgA, pri čemer je potreben nukleacijski protein CsgB (Prigent – Combaret in 
sod., 2000). Ekspresijo kodrov (csgA) in celuloze (bcsA) koaktivira transkripcijski 
aktivator CsgD (Saldaña in sod., 2009). 
Pri bakteriji E. coli so kodri potrebni za pravilen razvoj biofilma in obstojnost v okolju. 
Še več, bakterije, ki tvorijo kodre, so se sposobne vezati na različne površine in so 
odporne proti izsuševanju, oksidativnem stresu in protimikrobnim sredstvom. Prav tako 
so vpleteni tudi v patogenezi in pomagajo pri adheziji gostiteljske celice, invaziji in 
aktivaciji imunskega odziva (Smith in sod., 2017).  
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 Kolanska kislina 
 
Kolanska kislina je negativno nabit polimer, ki je sestavljen iz enot glukoze, galaktoze, 
fukoze in glukuronske kisline, in tvori zaščitno kapsulo, ki obkroža površino bakterijske 
celice (Hanna in sod., 2003). Gre za zunajcelični polisaharid, ki ga pri E. coli pogosto 
najdemo, prav tako pa tudi pri drugih bakterijskih vrstah v družini Enterobacteriaceae. 
Predlagali so, da je kolanska kislina lahko pomembna za preživetje E. coli zunaj 
gostitelja (Stevenson in sod., 1996), poleg tega pa spodbuja formacijo obsežnih 
tridimenzionalnih biofilmskih struktur (Prigent – Combaret in sod., 2000). Ekspresija 
kolanske kisline naj bi prav tako bila potrebna za nastanek normalne biofilmske 
arhitekture pri E. coli, vendar pa naj ne bi bila pomembna pri začetni adheziji. E. coli 
izloča kolansko kislino, ki tvori sluzasto kapsulo, ki zaščiti celico pred stresnimi pogoji, 
kot so osmotski šok, nizke temperature in izsuševanje, kar nakazuje na to, da je funkcija 
kapsule iz kolanske kisline to, da nudi zaščito v sovražnih okoljih (Hanna in sod., 
2003).  
Sinteza kolanske kisline zahteva 19 genov (Prigent – Combaret in sod., 2000), zbranih 
na operonu wca, ki se je včasih imenoval cps. Vezava E. coli na abiotsko površino 
inducira biosintezo operona wca, kar je odvisno od RcsC. RcsC je hibridna senzorska 
kinaza, ki je potrebna za normalno formacijo biofilma pri E. coli in igra pomembno 
vlogo pri remodeliranju bakterijske površine, v odzivu na določen okoljski stres med 
rastjo na trdni površini in formacijo biofilma (van Houdt in Michiels, 2005). Poleg 
histidinske kinaze RcsC, kompleksna pot signalne transdukcije vključuje še regulator 
odziva RcsB, fosfo-prenašalni protein RcsD, signalni transduktor RcsF in pomožni 
aktivacijski protein RcsA. Transkripcijski aktivator RcsB je glavni regulator tega 
sistema in tvori homodimere, ki aktivirajo transkripcijo operona wca. RcsB lahko tvori 
tudi heterodimere s pomožnim aktivatorjem RcsA, kar izboljša transkripcijo operona 
wca. RcsB je potreben za ekspresijo cps genov, medtem ko odsotnost RcsA le malo 
zmanjša njihovo ekspresijo. Pri normalnih pogojih je količina proteina RcsA omejena, 
zaradi nizkega nivoja sinteze in ker ga hitro razgradi proteaza Lon (Navasa in sod., 
2013). Signale običajno pretvori lipoprotein RcsF in jih izpostavi kinazi RcsC na celični 
površini. Ta se nato avtofosforilira in prenese fosfat na RcsD in nato na citoplazemski 
protein RcsB. RcsB, ali sam ali pa kot dimer z RcsA, potem aktivira transkripcijo na 
promotorski »up-stream« regiji za maksimalno ekspresijo kolanske kisline (Ren in sod., 
2016). Čeprav signal za senzorsko kinazo RcsC ostaja neznan, je videti, da se RcsC 
odziva na kompleksne signale, kot so izsuševanje, osmotski stres, nivo periplazmatskih 
glukanov in rast na trdni površini. Nedavna opažanja so tudi pokazala, da kolanska 
kislina lahko nastaja kot odziv na prisotnost skoraj letalne koncentracije beta laktamskih 
antibiotikov, ki lahko poslabšajo formacijo in obstojnost biofilma (Beloin in sod., 
2008). Gen cpsE kodira eno od šestih glikozil transferaz, ki so odgovorne za 
izgrajevanje enote E. Enota E je osnovna enota, sestavljena iz glukoze, galaktoze, 
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fukoze in glukuronske kisline, iz katere s polimerizacijo nastane kolanska kislina 
(Stevenson in sod., 1996).  
Kolanska kislina se sintetizira v citosolu, sestavi se na zunanji površini notranje 
membrane, takoj nato pa se prenese preko zunanje membrane, kjer igra pomembno 
vlogo pri formaciji biofilma (Ren in sod., 2016). Eksperimenti na mutirani E. coli K-12, 
ki ni proizvajala kolanske kisline, so pokazali, da le-ta ni potrebna za začetno vezavo na 
abiotsko površino, vendar pa je potrebna za vzpostavljanje kompleksne 
tridimenzionalne strukture in debeline pri biofilmih (van Houdt in Michiels, 2005).  
 
 Celuloza 
 
Celuloza je homopolisaharid, sestavljen iz enot D-glukopiranoze. Njeno sintezo 
nadzoruje citoplazmatski membranski protein BcsA, ki je potreben za sintezo celuloze, 
njegovo aktivnost pa alosterično kontrolira vezava cikličnega di-gvanozinmonofosfata 
(c-di-GMP), ubikvitarnega sekundarnega poročevalca, ki ga sintetizira encim digvanilat 
ciklaza (Beloin in sod., 2008). Poleg tega, da aktivira sintezo celuloze in drugih 
zunajceličnih polisaharidov, je tudi vključen v številne celične procese, med drugim tudi 
v formacijo biofilma. Produkcijo celuloze aktivira tudi regulator CsgD, čigar glavna 
naloga je sicer regulacija produkcije kodrov. CsgD indirektno stimulira produkcijo 
celuloze, tako, da aktivira transkripcijo gena adrA, ki sintetizira signalno molekulo c-di-
GMP (Gualdi in sod., 2008).  
Produkcija celuloze je povezana s sposobnostjo tvorbe rigidnega biofilma na interfazi 
med zrakom in tekočino, vendar pa se te lastnosti razlikujejo med posameznimi sevi in 
so močno odvisne od okoljskih dejavnikov (Beloin in sod., 2008). 
Produkcija celuloze je široko razširjen fenomen v družini Enterobacteriaceae, med 
drugim tudi pri komenzalnih in patogenih sevih E. coli, kjer korelira s formacijo 
biofilma in ekspresijo večceličnega obnašanja (Beloin in sod., 2008). Laboratorijski sev 
K12 celuloze ne proizvaja, so pa jo našli v nekaterih naravnih izolatih (Da Re in Ghigo, 
2006). 
 
2.3 VISKOELASTIČNOST BIOFILMOV 
 
Viskoelastičnost je lastnost materiala, pri kateri material kaže tako viskozne kot tudi 
elastične lastnosti (Peterson in sod., 2015). Viskoelastično naravo biofilmov so poznali 
že od zgodnjih dni raziskovanja biofilma. Določanje reoloških lastnosti in interpretacija 
rezultatov je zapletena, in sicer zaradi strukturne heterogenosti biofilma, ki je ena izmed 
glavnih značilnosti biofilmskih sistemov. Izraz 'strukturna heterogenost' se nanaša 
predvsem na dejstvo, da v večini naravnih biofilmov v vodnih okoljih EPS matriks 
vsebuje pore in kanale (Körstgens in sod., 2001). Zaradi velikosti in narave biofilmov je 
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z njimi težko rokovati, odstranjevanje biofilma s površine pa uniči integriteto vzorca 
(Stoodley in sod., 1999).  
Lau in sodelavci so pokazali, da se bakterijski biofilmi lahko močno vežejo na interfaze 
in se obnašajo kot viskoelastični materiali. Viskoelastičnost matriksa zrelega biofilma 
določa njegovo odpornost proti stresu in njegove mehanizme disperzije. Kot ostali 
viskoelastični materiali, imajo tudi biofilmi mešanico elastičnih in viskoznih lastnosti 
(Lau in sod., 2009). Viskozni materiali se s časom ireverzibilno deformirajo, da 
sprostijo stres, medtem ko se elastični materiali takoj deformirajo, da sprostijo stres in 
se, ko je stres odstranjen, vrnejo v prvotno stanje. Viskoelastičen material se med 
stresom deformira s časovnim zamikom, ko je stres odstranjen, pa se bo s časovnim 
zamikom vrnil v stanje, podobno prvotnemu, vendar pa se ne bo vrnil v popolnoma 
enakega (Peterson in sod., 2015).  
Merjenje viskoelastičnosti biofilma vključuje ali merjenje deformacije pri konstantnem 
stresu (‘creep test’), ali pa merjenje stresa, potrebnega za vzdrževanje konstantne 
deformacije (‘stress relaxation test’). Deformacijo lahko povzročimo z enosmernim 
stiskanjem, kjer makroskopski bat mehanično deformira biofilm, pri čemer relaksacijo 
notranjih napetosti v materialu merimo kot funkcijo časa (Peterson in sod., 2015), ali pa 
s strižno deformacijo. Elastični strižni modul (G) je merilo za togost ali rigidnost 
materiala,podan pa je kot je razmerje med strižno napetostjo in deformacijo. Poleg tega, 
da izzove elastični odziv, bo dodan stres povzročil, da se viskoelastični polimer po 
določenem času plastično deformira (oz. da začne teči) (Stoodley in sod., 1999). 
Reološke eksperimente bi lahko razdelili na linearne in nelinearne deformacijske teste. 
Razlika med obema skupinama je, ali se deformacija nahaja znotraj linearnega 
viskoelastičnega območja, ki omogoča reverzibilno deformacijo, ali ne. Viskozne 
krivulje uporabljamo precej pogosto, pri tem pa pridobivamo podatke o viskoznosti 
vzorca pri različnih strižnih hitrostih. Tokovne krivulje lahko uporabimo pri oceni 
mejne napetosti – to je minimalna strižna napetost, ki je potrebna, da vzorec steče. 
Temperaturni in frekvenčni testi, ki jih izvedemo znotraj linearnega viskoelastičnega 
območja, nam dajo informacijo o mikrostrukturi vzorca pri različnih temperaturah in 
frekvencah (Li in Zhu, 2018). O mehanskih lastnostih biofilma ali o tem, kako na njih 
vpliva okolje, v katerem rastejo, je znanega bolj malo, in sicer zaradi dveh glavnih 
razlogov. Prvič, le nekaj skupin je prepoznalo pomembnost in posledice tega, da na 
biofilme gledamo kot materiale, in drugič, biofilme je zelo težko mehansko testirati. Za 
razliko od konvencionalnih materialov, kot na primer trdnine, ki jih je mogoče 
oblikovati v uniformne testne vzorce, ali tekočine, pri katerih je mogoče med plošče 
reometra odpipetirati definirane volumne, pa so biofilmi neuniformni, mikroskopsko 
majhni in pritrjeni na površine, poleg tega pa bo priprava biofilma za testiranje 
neizogibno razbila vzorec (Stoodley in sod., 2002).  
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Mehanske lastnosti biofilma so močno povezane z njegovo permeabilnostjo. Odvisne so 
od velikosti por, heterogenosti in notranje strukture matriksa. Karakterizacija notranje 
strukture pa zahteva oceno tako fizikalnih lastnosti biofilma na mikroskali, kot tudi 
strukturne značilnosti znotraj njega. To lahko dosežemo s pomočjo reologije, ki se sicer 
običajno izvaja na makroskali, vendar se od nedavnega pojavlja tudi mikroreologija, ki 
določa enake lastnosti kot makroreologija, le da merilni sistemi omogočajo meritve na 
mikroskali in so običajno potopljeni v preiskovani material (Billings in sod., 2015). 
Strukturo biofilma je mogoče preiskovati tudi s pomočjo mikroskopskih tehnik, še 
posebno s konfokalno mikroskopijo, ki da splošen opis strukture biofilma, do določene 
mere pa tudi mikrobiološko in biokemijsko sestavo. Izboljšane tehnike ohranjanja 
strukture, kot na primer kriopreservacija, preprečujejo kondenzacijo matriksa, razvoj 
metodologije pa omogoča tudi pripravo in ogledovanje zaporednih sekcij, ki jih je 
potem mogoče rekonstruirati v 3D strukture, ki omogoča podroben vpogled v 
biofilmsko strukturo (Peterson in sod., 2015). 
 
2.3.1 Modifikacija viskoelastičnosti z detergenti 
 
Detergenti so površinsko aktivne snovi, ki se uporabljajo za razkroj celične membrane, 
kar povzroči lizo celice in omogoča, da se znotrajcelični materiali v topni obliki 
sprostijo iz celice. To so organske spojine, sestavljene iz hidrofobnih repkov, ki so 
sestavljeni iz ogljikovodikov, in hidrofilne nabite glave. Ko se pri določeni 
koncentraciji in temperaturi raztopijo v vodi, tvorijo micele s hidrofobnimi repki 
navznoter in hidrofilnimi glavami navzven. Hidrofobno jedro micela se veže s 
hidrofobnimi regijami snovi, ki jih raztapljajo. Glede na njihove značilnosti, so običajni 
detergent razdeljeni v tri skupine: ionski (anionski ali kationski), zwitterionski in ne-
ionski. Minimalna koncentracija detergenta, pri kateri je pri specifični temperaturi 
mogoče videti micele, se imenuje kritična micelarna koncentracija (CMC = Critical 
Micelle Concentration). Pri katerikoli koncentraciji, nižji od CMC, je mogoče opaziti le 
monomere, pri koncentracijah, višjih od CMC, pa obstajajo tako monomeri kot tudi 
micele. Prav tako najnižjo temperaturo, pri kateri miceli še lahko obstajajo, imenujemo 
kritična micelarna temperatura (CMT = Critical Micelle Temperature). Koncentracija in 
temperatura sta pomembna parametra pri določanju topnosti detergenta. (Johnson, 
2013). V tej magistrski nalogi smo uporabili natrijev dodecil sulfat (SDS). 
Natrijev dodecil sulfat je anionski detergent, ki je zelo učinkovit surfaktant pri 
raztapljanju skoraj vseh proteinov. Deluje tako, da prekine nekovalentne vezi znotraj 
proteinov ter med njimi in jih tako denaturira, rezultat pa je, da izgubijo svojo naravno 
konformacijo in funkcijo. SDS se veže na protein v razmerju 1.4:1 w/w (oziroma en 
SDS anion na dve amino kislini). Na vse proteine v vzorcu doda negativen naboj, ne 
glede na to, kakšno izoelektrično točko imajo. Pri nizkih temperaturah precipitira in ta 
efekt še poveča prisotnost kalijevih soli. To je fenomen, ki ga je mogoče izkoristiti za 
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odstranitev SDS iz proteinskega vzorca. Detergenti delujejo tako, da prekinejo povezave 
med proteini, lipidi ter proteini in lipidi (Johnson, 2013). 
Surfaktanti lahlo povzročijo disperzijo biofilma, ker prekinejo hidrofobne povezave 
med bakterijskimi celicami in površino (Brandl in Huynh, 2014), prav tako pa lahko 
tudi pripomorejo k boljšemu rojenju bakterijskih celic, ker zmanjšajo površinsko 
napetost gojišča. Mnoge vrste roječih bakterij same proizvajajo in izločajo 
biosurfaktante (Yang in sod., 2017). Tukaj je pomemben tudi Marangonijev efekt. Gre 
za pojav, da bakterije na robu biofilma lahko začnejo rojiti, ker spremenijo gradient 
površinske napetosti na robu, kar pa je odvisno od gradienta koncentracije 
biosurfaktanta, ki ga proizvedejo bakterijske celice same (Kim K. in Kim J. K., 2015).   
 
2.4 PROTIMIKROBNA SREDSTVA 
 
Antiseptiki in dezinfektanti se v različne namene zelo obširno uporabljajo v bolnišnicah 
in drugih zdravstvenih ustanovah, še posebno pa so bistvenega pomena pri kontroli 
infekcij in pri preprečevanju bolnišničnih okužb. Naraščajoča skrb zaradi mikrobne 
kontaminacije in tveganja infekcij s hrano je privedla tudi do povečane uporabe 
antiseptikov in dezinfektantov s strani splošne javnosti. V protimikrobnih sredstvih 
lahko najdemo širok spekter aktivnih kemičnih spojin in mnoge od teh se že stoletja 
uporabljajo za razkuževanje in ohranjanje obstojnosti (McDonnell in Russell, 1999). 
Oksidirajočim agentom lahko dodamo tudi surfaktante, da izboljšamo njihovo 
protimikrobno učinkovitost. Kationske surfaktante, kot na primer kvartarne amonijeve 
spojine (npr. CTAB), se pogosto uporablja za dezinfekcijo in sanitacijo v bolnišnicah, 
prehrambeni ter farmacevtski industriji (Bas in sod., 2017). Na protimikrobno delovanje 
lahko vpliva veliko faktorjev, kot so prisotnost organskih snovi, temperatura, redčenje 
in katero testno metodo uporabimo (McDonnell in Russell, 1999).  
‘Biocid’ je splošno uporabljen izraz, ki opisuje kemijsko spojino z običajno širokim 
spektrom delovanja, ki inaktivira mikroorganizme.  Glede na protimikrobno 
učinkovitost jih delimo na -statike (bakteriostatik, fungistatik, sporistatik), ki inhibirajo 
rast tarčnih mikroorganizmov, in -cide (bakteriocid, fungicid, sporicid), ki tarčne 
mikroorganizme ubijejo (McDonnell in Russell, 1999). Splošna domneva je, da je 
učinkovitost biocida v biofilmu približno tri velikostne razrede nižje v primerjavi z 
bakterijskimi suspenzijami. Vendar pa bi to lahko bilo zavajujoče, ker so biofilmi po 
naravi heterogene strukture in imajo lahko različni deli biofilma signifikantno različno 
dovzetnost za biocide (Bas in sod., 2017). 
Protimikrobno sredstvo mora imeti dostop do heterogene strukture biofilma. Stopnja 
difuzije čez biofilm je odvisna od temperature, velikosti molekul in koncentracijskega 
gradienta difundirajoče molekule (Bas in sod., 2017). Biocidi, v visokih koncentracijah, 
povzročajo masovno celično škodo na nivoju makromolekul, z različnimi mehanizmi 
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delovanja, ki so odvisni od kemijske narave biocida. Oksidativni biocidi, kot je na 
primer vodikov peroksid, lahko oksidirajo organske snovi. Pri višjih koncentracijah 
biocida so ti obrambni mehanizmi lahko preobremenjeni in pride do signifikantne škode 
na površini, celični steni in znotraj celic. Oksidirajoča sredstva so običajno spojine z 
nizko molekularno maso in naj bi z lahkoto prehajali skozi celične stene oziroma 
membrane, potem pa reagirali z notranjimi celičnimi komponentami, kar vodi v 
apoptotično ali nekrotično celično smrt. Alternativa je, da močno poškodujejo mikrobno 
strukturo, kar povzroči sprostitev znotrajceličnih komponent, ki jih potem oksidirajo 
(Finnegan in sod., 2010). 
 
2.4.1 Vodikov peroksid (H2O2) 
 
Vodikov peroksid (H2O2) je biocid, ki se ga pogosto uporablja za dezinfekcijo in 
sterilizacijo. Velja za okolju prijaznega, ker se lahko hitro razgradi do kisika in vode.  
Čeprav je kot čista raztopina stabilen, večinoma vsebuje še stabilizatorje, ki 
preprečujejo razgradnjo. H2O2 demonstrira široko spektralno učinkovitost proti 
virusom, baterijam, plesnim in bakterijskim sporam. V splošnem lahko opazimo večjo 
učinkovitost proti po Gramu pozitivnim kot proti po Gramu negativnim bakterijam, 
vendar pa lahko prisotnost katalaze ali drugih peroksidaz v teh organizmih poveča 
odpornost le-teh proti peroksidu, posebej če je prisoten v nižjih koncentracijah. H2O2 
deluje kot oksidant – producira proste hidroksilne radikale (•OH), ki napadejo ključne 
celične komponente, med drugim tudi lipide, proteine in DNA (McDonnell in Russell, 
1999). Ker imajo širok spekter delovanja, se oksidativne biocide pogosto uporablja v 
industriji, za kontrolo biofilmov (Bas in sod., 2017).  
Pogosto uporabljeni oksidativni biocidi, kot sta na primer H2O2 in ClO2 (klorin dioksid), 
ki vsebujejo proste radikale, lahko spremenijo aminokisline, peptide in proteine, in sicer 
s pomočjo vezave vodika, prenosa elektronov (oksidacija in redukcija), adicije, 
fragmentacije in preurejanja, dimerizacije, disproporcionacije in substitucije. H2O2 sam 
po sebi je šibko oksidativno sredstvo, vendar pa z lahkoto prehaja preko celične 
membrane in reagira s prehodnimi kovinami, posledica pa je nastanek visoko reaktivnih 
•OH radikalov, ki lahko oksidirajo in fragmentirajo proteine ali DNA (Bas in sod., 
2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Reagenti  
 
Preglednica 1: V nalogi uporabljeni reagenti. 
Reagent Proizvajalec 
30 % H2O2 Merck, Nemčija 
70 % etanol Itrij, Slovenija 
Agar Sigma-Aldrich, ZDA 
Barvilo LIVE/DEAD Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, ZDA 
Kalijev klorid (KCl) Sigma-Aldrich, ZDA 
Kanamicin sulfat Carl Roth GmbH + Co, Nemčija 
Luria Bertani (LB) Broth Sigma-Aldrich, ZDA 
Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Merck, Nemčija 
Natrijev klorid (NaCl) Sigma-Aldrich, ZDA 
Tetraciklin Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.1.2 Material  
 
Preglednica 2: V nalogi uporabljen material. 
Material Proizvajalec 
Filtri (premer por – 0,2 μm)  Sigma-Aldrich, ZDA 
Krovna stekelca (20 * 20 mm) Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Krovna stekelca (24 * 60 mm) Brand, Nemčija 
Merilni valj ISO Lab, Nemčija 
Mikrocentrifugirke (1,5 mL, 2 mL) Eppendorf, Nemčija 
Petrijevke Golias labortehnika, Slovenija 
Pincete Bastos Viegas, Portugalska 
Pipete Eppendorf, Nemčija 
Pipetni nastavki (20, 100, 1000 μL) Eppendorf, Nemčija 
Predmetna stekelca GmbH + Co, Nemčija  
Rokavice Kimberly-Clark, ZDA 
Samostoječe centrifugirke (50 mL) VWR international, ZDA 
Sterilne plastične cepilne zanke Copan, Italija 
Steklovina SIMAX, Češka 
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3.1.3 Aparature 
 
Preglednica 3: V nalogi uporabljene aparature. 
Aparatura Proizvajalec 
Avtoklav (A-21) Kambič, Slovenija 
Hladilnik Sanyo medical Sanyo, Japonska 
Laminarij (Laminar Flow Cabinet) ESCO, ZDA 
Magnetni mešalnik (Rotamix 550 MMH) Tehtnica, Slovenija 
Mikroskop Zeiss Axio Observer Z1, Nikon Eclipse Ni-U 
Reometer Anton Paar, Avstrija 
Sonikator Asonic, Slovenija 
Stresalnik Tehtnica, Slovenija 
Tehtnica (Mettler PM4600 Balance) Lab Extreme, ZDA 
UV/VIS spektrofotometer Thermo Scientific, ZDA 
Vorteks IKA IKA works, Nemčija 
Zamrzovalna skrinja Gorenje, Slovenija 
Zamrzovalnik Gorenje, Slovenija 
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3.1.4 Sevi 
 
Preglednica 4: V nalogi uporabljeni bakterijski sevi in njihovi genotipi. Bakterijske seve je za nas 
konstruirala dr. Archana Pannuri iz oddelka za mikrobiologijo in celično znanost Univerze na Floridi, 
ZDA. Seve nam je poslal prof. dr. Tony Romeo iz Univerze na Floridi. 
Sev Oznaka Genotip Fenotip Zunajcelični 
polisaharidi, ki jih 
proizvaja sev 
Escherischia coli 
MG1655 
MG1655 
wt 
wt  PGA, kodri 
Escherischia coli 
MG1655 
MG1655 
csrA 
ΔcsgA cpsE::Tn10 
csrA::kan 
Delecija gena csgA, gen 
cpsE prekinjen z genom za 
tetraciklinsko rezistenco, gen 
csrA prekinjen z genom za 
kanamicinsko rezistenco.  
PGA (prekomerno) 
Escherischia coli 
MG1655 
MG1655 
pgaC 
ΔpgaC 
cpsE::Tn10 
Delecija gena pgaC, gen 
cpsE prekinjen z genom za 
tetraciklinsko rezistenco. 
kodri     (zmerno) 
Escherischia coli 
MG1655 
MG1655 
cpsE 
ΔcsgA ΔpgaC 
Δlon::kan 
Delecija genov csgA, pgaC 
in lon, insercija gena za 
kanamicinsko rezistenco. 
kolanska kislina 
(prekomerno) 
Escherischia coli 
MG1655 
MG1655 
eps- 
ΔcsgA ΔpgaC 
Δlon::kan 
cpsE::Tn10 
Delecija genov csgA, pgaC 
in lon, insecija gena za 
kanamicinsko rezistenco, 
gen cpsE prekinjen z genom 
za tetraciklinsko rezistenco. 
 
Bacillus subtilis 
PS216 
 wt   
Legenda: pgaC: gen, ki kodira poli-ß-1-6-N-acetil-D-glukozamin sintazo; csgA: gen, ki kodira prekurzor 
za veliko podenoto curlina; cpsE: gen, ki kodira glikozil transferazo, pomembno pri sintezi kolanske 
kisline; csrA: gen, ki kodira regulator shranjevanja ogljika; lon: gen, ki kodira proteazo lon 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava pufrov, gojišč in kemikalij 
 
 PBS (fosfatni pufer) 
 
V 1 liter destilirane vode smo zatehtali 8 g natrijevega klorida, 0,2 g kalijevega klorida, 
1,44 g natrijevega hidrogenfosfata in 0,24 g kalijevega dihidrogenfosfata, v tem vrstnem 
redu. Nato smo ga umerili na pH 7,0, s pomočjo 2 M klorovodikove kisline. Za tem smo 
pufer avtoklavirali 21 minut pri 121 °C, potem pa smo ga do nadaljnje uporabe shranili 
pri sobni temperaturi.  
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 Plošče LB 
 
Pripravljali smo plošče z 2 % agarjem, za razliko od običajnih plošč z 1.5 % agarjem, 
ker smo med potekom poskusa ugotovili, da so plošče z 1.5 % agarjem premalo trdne, 
kar je predstavljalo problem pri strganju biofilma iz plošč (več o tem v podpoglavju o 
merjenju z reometrom). Gojišče smo pripravili tako, da smo v 1 liter destilirane vode 
zatehtali 20 g gojišča Luria Bertani in 20 g agarja, nato pa smo dobro premešali in 
avtoklavirali 20 minut pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo gojišče dali v vodno kopel, da 
se je ohladilo na 55 °C, nato pa smo ga razlili v petrijevke ter jih pustili čez noč, da se je 
strdilo. Naslednji dan smo plošče shranili na 4 °C do nadaljnje uporabe. 
 
 Plošče LB Km 
 
Plošče LB s kanamicinom smo pripravili na enak način, kot navadne plošče LB, le da 
smo, preden smo ga razlili, gojišču dodali kanamicin, do končne koncentracije 100 
μg/mL, ter ga dobro premešali. Založna koncentracija kanamicina je bila 50 mg/mL. 
 
 Plošče LB Tc 
 
Plošče LB s tetraciklinom smo pripravili na enak način, kot navadne plošče LB, le da 
smo, preden smo ga razlili, gojišču dodali tetraciklin, do končne koncentracije 10 
μg/mL, ter ga dobro premešali. Založna koncentracija tetraciklina je bila 20 mg/mL. 
 
 Tekoče gojišče LB 
Gojišče smo pripravili tako, da smo v 1 liter destilirane vode zatehtali 20 g gojišča Luria 
Bertani in dobro premešali, da se je gojišče raztopilo. Nato smo ga avtoklavirali 20 
minut pri 121 °C, ter po avtoklaviranju shranili na 4 °C do nadaljnje uporabe. 
 
 Kanamicin 
 
Antibiotik kanamicin smo pripravili tako, da smo v 10 mL destilirane vode zatehtali 0,5 
g kanamicin sulfata in dobro premešali, da se je raztopil. Nato smo ga prefiltrirali, 
sterilno prenesli v mikrocentrifugirke in zamrznili do nadaljnje uporabe. 
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 Tetraciklin 
 
Antibiotik tetraciklin smo pripravili tako, da smo v 10 mL 70 % etanola zatehtali 0,2 g 
tetraciklina in dobro premešali, da se je raztopil. Nato smo ga prefiltrirali, sterilno 
prenesli v mikrocentrifugirke in zamrznili do nadaljnje uporabe. 
 
 6 % vodikov peroksid 
 
6 % vodikov peroksid smo pripravili tako, da smo 200 mL založnega 30 % vodikovega 
peroksida razredčili v 800 mL destilirane vode in dobro premešali. Steklenico smo 
predhodno ovili z alufolijo, ker vodikov peroksid na svetlobi razpade. 
 
 Mešanica barvil za LIVE/DEAD test 
 
Mešanico barvil za LIVE/DEAD test smo pripravili tako, da smo v 10 μL destilirane 
vode raztopili 1 μL propidijevega jodida in 1 μL barvila SYTO 9 ter vorteksirali. Nato 
smo mešanico zamrznili do nadaljnje uporabe, pred vsakim barvanjem pa smo jo še 
dodatno razredčili tako, da smo odpipetirali 1 μL mešanice in jo dodali v 100 μL 
fosfatnega pufra. 
 
3.2.2 Reologija 
 
 Priprava biofilmov 
 
Tekoče vzorce smo pripravili tako, da smo v steklene epruvete odpipetirali 5 mL gojišča 
LB in dodali ustrezno količino antibiotika (brez za MG1655 wt, 2,5 μL tetraciklina za 
mutanto MG1655 pgaC in 10 μL kanamicina za ostale tri mutante). Nato smo v 
epruvete z gojišči dodali kolonijo ustreznega seva in dali inkubirat na ustrezne pogoje 
(stresano oziroma nestresano, 28 °C ali 37 °C, za 24 ur).  
Prekonočne kulture smo pripravili tako, da smo v steklene epruvete odpipetirali 5 mL 
gojišča LB in dodali ustrezno količino antibiotika (brez za MG1655 wt, 2,5 μL 
tetraciklina za mutanto MG1655 pgaC in 10 μL kanamicina za ostale tri mutante). Nato 
smo v epruvete z gojišči s sterilno plastično cepilno zanko prenesli kolonijo ustreznega 
seva in dali stresat preko noči na 37 °C. Nacepljanje prekonočnih kultur na plošče smo 
naredili tako, da smo iz hladilnika vzeli plošče, ki smo jih predhodno pripravili z 
ustreznimi količinami antibiotikov, jih prenesli v laminarij in jih odprli, da so se malce 
posušile, nato pa smo na njih sterilno odpipetirali 100 μL prekonočne kulture ustreznega 
seva. Dodali smo še sterilne steklene kroglice in ročno stresali plošče, da so kroglice s 
svojim premikanjem enakomerno razmazale kulture po ploščah. Za tem smo kroglice 
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sterilno odstranili iz plošč in jih sterilizirali v 70 % etanolu, nato pa sprali še z 
destilirano vodo ter jih dali sušit, nacepljene plošče pa smo za čez noč postavili na 37 
°C.  
 
 Določanje reologije biofilmov 
 
Merjenje z reometrom je potekalo tako, da smo najprej s pomočjo predmetnega stekelca 
postrgali biofilm iz ene petrijevke. Biofilme smo gojili na 2 % LB agarju, ker smo 
ugotovili, da je 1,5 % agar preveč mehek in ob strganju zraven postrgamo še gojišče, ne 
le biofilma. Postrgani biofilm smo s pomočjo pipetnega nastavka previdno prenesli na 
reometer in spustili merilni sistem (uporabljali smo merilni sistem CP-25), da je stisnil 
vzorec, nato pa z brisačko odstranili odvečni biofilm. Merili smo nativni biofilm, potem 
pa smo testirali še, kako dodatek detergenta SDS vpliva na reologijo vzorcev. To smo 
naredili tako, da smo, preden smo postrgali biofilm iz petrijevke, na biofilm odpipetirali 
1 mL 41 mM SDS tako, da je prekril celotno površino, inkubirali 1 minuto, nato pa 
tekočino previdno odlili in popivnali z brezprašno krpico ter tak vzorec potem postrgali 
in nanesli na reometer. Kot kontrolo smo na biofilm odpipetirali 1 mL destilirane vode 
in potem izvedli poskus na enak način, kot je opisano zgoraj. Vsi testi so potekali pri 20 
(± 0,01) °C, v treh tehničnih in treh bioloških ponovitvah. 
 
Reološki testi na nativnih biofilmih 
 
 Viskoznostni test 
 
Začetna strižna sila je bila 0,1 inverznih sekund, nato pa smo jo logaritemsko 
povečevali, dokler ni dosegla 1000 inverznih sekund. Prvo točko smo pomerili po 180 
sekundah, nato pa je čas med posameznimi točkami logaritemsko padal. Čas med 
zadnjima dvema točkama je bil 2 sekundi. Krivulja, ki smo jo pridobili, je bila logaritem 
viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti. 
 
 Oscilacijski test 
 
Začetna deformacija je bila 0,01 %, nato pa smo jo logaritemsko povečevali, dokler ni 
dosegla 100 %. Prvo točko smo pomerili po 180 sekundah, nato pa je čas med 
posameznimi točkami logaritemsko padal. Čas med zadnjima dvema točkama je bil 2 
sekundi. Kotna frekvenca je bila konstantna čez cel test, in sicer 10 rad/s. Krivulji, ki 
smo ju pridobili, sta bila logaritma elastični in viskozni modul v odvisnosti od logaritma 
deformacije.  
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Testi na biofilmih, inkubiranih z SDS in destilirano vodo 
 
Biofilme smo predhodno inkubirali, kot je opisano v podpoglavju Merjenje z 
reometrom. Nato smo izvedli test viskoznosti, kot je opisan zgoraj. Začetni čas je bil 
180 sekund in končni čas 2 sekundi. 
 
3.2.3 Preverjanje učinkovitosti protimikrobnih sredstev 
 
 Gojenje prekonočne kulture 
 
Prekonočne kulture smo pripravili na enak način, kot smo jih pripravljali pri poskusih z 
reometrom. 
 
 Priprava stekelc 
 
Predmetna stekelca, na katerih smo kasneje gojili biofilme, smo predhodno sterilizirali 
tako, da smo jih sonicirali v sonikacijski kadi, najprej za 5 minut v prisotnosti 70 % 
etanola, nato pa še za 10 minut v prisotnosti 6 % vodikovega peroksida. Nato smo 
stekelca prestavili v predhodno avtoklavirano stekleno petrijevko, sonikacijsko kad pa 
smo sprali z destilirano vodo. Za tem smo stekelca ob ognju na vsaki strani sprali s 5 
mL avtoklavirane miliQ, nato pa smo jih prestavili v novo predhodno avtoklavirirano 
stekleno petrijevko, kjer smo jih hranili do uporabe. 
 
 Postopek gojenja biofilma 
 
V samostoječe centrifugirke smo sterilno odpipetirali 25 mL gojišča LB in dodali 
ustrezno količino antibiotika (brez za MG1655 wt, 12,5 μL za mutanto MG1655 pgaC 
in 50 μL kanamicina za ostale tri mutante). Nato smo dodali še 50 μL prekonočne 
kulture ustreznega seva in na koncu smo v vsako centrifugirko vstavili vnaprej 
sterilizirano predmetno stekelce ter inkubirali preko noči in brez stresanja na 37 °C. 
Naslednji dan smo predmetna stekelca prestavili v nove samostoječe centrifugirke s 
svežim gojiščem LB in ustrezno količino antibiotika, ter ponovno dali inkubirat preko 
noči brez stresanja, na 37 °C, tako da je bil končni čas inkubacije 48 ur.  
 
 Testiranje učinkovitosti vodikovega peroksida 
 
V samostoječe centrifugirke, ki smo jih predhodno ovili v alufolijo, smo odpipetirali 30 
mL 6 % vodikovega peroksida in vanje vstavili predmetna stekelca, na katerih smo 
predhodno 48 ur gojili biofilm. Biofilme smo na tak način tretirali 20 minut, nato pa 
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smo jih sprali s fosfatnim pufrom, in sicer s 5 mL na vsaki strani. Hkrati smo delali tudi 
kontrolni poskus, pri katerem smo biofilme za 20 minut tretirali s fosfatnim pufrom. 
Sledilo je barvanje z barvilom LIVE/DEAD, ki pa bo opisano v naslednjem 
podpoglavju. 
 
 Barvanje biofilmov 
 
Po tretiranju z vodikovim peroksidom oziroma s fosfatnim pufrom, smo biofilme 
pobarvali z barvilom LIVE/DEAD. Kot že omenjeno, smo založno mešanico barvila 
LIVE/DEAD še dodatno redčili, in sicer tako, da smo 1 μL odmrznjene in premešane 
mešanice odpipetirali v 100 μL fosfatnega pufra in dobro premešali. Nato smo na vsako 
stekelce odpipetirali 20 μL barvila, in sicer v kapljicah po 5 μL. Za tem smo na 
predmetna stekelca položili krovna stekelca velikosti 24 * 60 mm in jih dali inkubirat v 
steklene petrijevke z vlažno brisačko, ki smo jih ovili z alufolijo, ker barvilo na svetlobi 
razpade, za 30 minut. Po preteku tega časa smo biofilme opazovali pod mikroskopom. 
 
 Opazovanje biofilma pod mikroskopom 
 
Biofilme smo opazovali z DIC mikroskopom (diferenčni interferenčni kontrast), in sicer 
pod 20x povečavo. Nato smo naredili še slike biofilma in sicer tako, da smo poslikali 9 
vidnih polj. Na enak način smo potem ista mesta pogledali še s fluorescenčnim 
mikroskopom. 
Ekscitacijski/emisijski maksimum za barvila je 480/500 nm za SYTO 9 in 490/635 nm 
za propidijev jodid. SYTO 9 se veže na vso bakterijsko DNA v vzorcu in tako žive 
bakterije emitirajo zeleno fluorescenco. Propidijev jodid pa penetrira le poškodovane 
bakterijske membrane in se poveže z DNA v mrtvih bakterijah, ki zato emitirajo rdečo 
fluorescenco. Ko sta prisotni obe barvili, se delovanje SYTO 9 zmanjša (Kang in sod., 
2018). 
 
 Pozitivna in negativna kontrola 
 
Da smo preverili, če je test veljaven, smo naredili pozitivno in negativno kontrolo. 
Pozitivno kontrolo smo delali v dveh delih. Prvi del je bil, da smo na predmetno 
stekelce kanili 15 μL kapljico prekonočne kulture posameznega seva in ji dodali 5 μL 
kapljico barvila LIVE/DEAD, ki smo ga predhodno razredčili na enak način, kot je bilo 
opisano zgoraj. Nato smo kapljico prekrili s krovnim stekelcem velikosti 20 * 20 mm in 
dali inkubirat v stekleno petrijevko, ki smo jo ovili z alufolijo, za 30 minut.  
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V drugem delu smo v predhodno avtoklavirane erlenmajerice z rilčki odpipetirali 10 mL 
gojišča LB, jim dodali ustrezno količino antibiotika (brez za MG1655 wt, 5 μL 
tetraciklina za mutanto MG1655 pgaC in 20 μL kanamicina za ostale tri mutante) in 
vanje nacepili posamezne seve. Nato smo jih dali stresat na 37 °C in vsake pol ure 
izmerili optično gostoto. Ko so celice dosegle eksponentno fazo, smo iz erlenmajeric 
odvzeli po 15 μL posamezne kulture in jo kanili na predmetna stekelca, dodali 5 μL 
barvila LIVE/DEAD, prekrili s krovnim stekelcem velikosti 20 * 20 mm in dali 
inkubirat v stekleno petrijevko, ki smo jo ovili z alufolijo, za 30 minut. 
Negativno kontrolo smo prav tako naredili v eksponentni fazi, tako da smo v 
mikrocentrifugirke, ki smo jih predhodno ovili z alufolijo, odpipetirali 0,5 mL 30 % 
vodikovega peroksida, nato pa dodali 0,5 mL kulture v eksponentni fazi in inkubirali 20 
minut, nato pa smo mešanico dobro premešali, 15 μL nanesli na predmetno stekelce, 
dodali 5 μL barvila LIVE/DEAD, prekrili s krovnim stekelcem velikosti 20 * 20 mm in 
dali inkubirat v stekleno petrijevko, ki smo jo ovili z alufolijo, za 30 minut. Nato smo te 
kontrole opazovali na enak način, kot je opisano zgoraj. 
 
 Določanje števila mrtvih celic 
 
Število mrtvih celic v posameznem vzorcu smo določili s programom ImageJ. Uporabili 
smo makro, ki deluje tako, da najprej izboljša kontrast, nato pa poveča sliko na 150 % 
in nazadnje s pomočjo razlike v kontrastu določi število celic. Za pozitivno 
identifikacijo celice smo določili, da morajo celice svetiti vsaj 10x močneje, kot ozadje. 
Preverili smo, če je makro zajel vse celice, kar smo storili tako, da smo pregledali vsaj 
tri vidna polja slike in se prepričali, da so vse celice označene. Če so bile, smo 
predpostavili, da so označene vse celice, na celotni sliki.  
 
 Določanje odstotka mrtvih celic 
 
Odstotek mrtvih celic smo določili tako, da smo najprej pridobili število mrtvih celic, 
potem pa še število celic določenih z diferencialnim interferenčnim kontrastnim 
mikroskopom, ki smo ga določili na enak način, kot število mrtvih celic. Za to število 
smo predpostavili, da je število vseh celic. Nato smo odstotek mrtvih celic izračunali po 
formuli: 
 
% mrtvih celic = št. mrtvih celic/št. vseh celic * 100 %                                             ... (1) 
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4 REZULTATI 
 
4.1 REOLOGIJA BIOFILMOV 
 
V nalogi smo primerjali reološke značilnosti divjega tipa E. coli MG1655 in štirih 
mutant s spremenjenim izražanjem zunajceličnih komponent. Viskozni krivulji 
bakterijske kulture divjega tipa, ki je rasla v tekočem in trdnem gojišču, sta prikazani na 
sliki 1. Rezultati kažejo na znatno spremembo v tokovnem obnašanju obeh vzorcev, 
med njima je več velikostnih razredov razlike v viskoznosti, razlikujeta pa se tudi po 
obliki krivulje. Viskozna krivulja tekoče kulture na začetku malenkost pada, kasneje pa 
se ustali na vrednosti, ki je podobna viskoznosti destilirane vode. Za razliko od tekoče 
kulture viskozna krivulja biofilma konstantno pada, kar kaže na strukturirano tekočino 
in izrazito pseudoplastično obnašanje biofilma. Za tekoče kulture smo preverili tudi 
vpliv temperature (28 °C in 37 °C) na viskozne krivulje (Priloga A). Iz rezultatov je 
razvidno, da temperatura ni značilno vplivala na viskozne krivulje. Podobno majhne 
razlike smo opazili v viskoznih krivuljah med stresanimi in nestresanimi kulturami 
(Priloga B). Pri stresanih kulturah je bila začetna pseudoplastičnost nekoliko večja. Vse 
nadaljnje eksperimente smo zaradi večjega reološkega odziva izvajali na biofilmih, ki so 
rasli na trdnih gojiščih.  
 
Slika 1: Primerjava viskoznih krivulj E. coli MG1655 wt v tekočem gojišču in v biofilmu. Prikazana je 
povprečna vrednost in standardna napaka povprečja (n = 5 za tekoče gojišče, n = 11 za trdno gojišče). 
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Pri rasti biofilmov na trdnih gojiščih smo opazili, da je viskozna krivulja biofilma 
odvisna od koncentracije agarja v trdnih gojiščih. Pri nizkih koncentracijah je bil 
biofilm mehkejši in ga je bilo težko ločiti od podlage. Z višanjem koncentracije agarja 
je biofilm postajal kompaktnejši (priloga C) in je bila ločitev od podlage lažja. Rezultati 
so pokazali, da so med viskoznimi krivuljami pri koncentracijah agarja 2 %, 2,5 % in 3 
% razlike, tako v vrednostih kot tudi v obliki, vendar so v okviru eksperimentalne 
napake te razlike statistično neznačilne. Viskozna krivulja pri koncentraciji agarja 1,5 % 
je imela značilno nižje vrednosti. Za nadaljnje eksperimente smo uporabili gojišča z 2 % 
agarjem. 
 
4.1.1 Primerjava viskoznosti biofilma divjega tipa in mutant 
 
Viskozne krivulje so prikazane na sliki 2. Iz grafa lahko vidimo značilne razlike med 
posameznimi sevi. Posebej odstopa mutanta MG1655 cpsE, ki ima najnižjo viskoznost 
v celotnem razponu strižnih hitrosti. Viskozno obnašanje je različno tudi pri mutanti 
MG1655 csrA, kjer z višanjem strižne hitrosti viskoznost pada hitreje, kot pri ostalih 
sevih, kar kaže na lažjo spremembo strukture s strižno deformacijo. Da bi razlike lahko 
bolje opredelili, smo določili naklone grafov v območju strižnih hitrosti, kjer je bil 
odziv na dvojno logaritemskem grafu linearen.  
 
 
Slika 2: Logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti biofilma bakterije E. coli 
MG1655 wt in vseh štirih mutant na trdnem gojišču LB z 2 % agarjem, na 37 °C po 24 urni inkubaciji. 
Prikazana je povprečna vrednost in standardna napaka povprečja (n = 11 – 15) 
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Preglednica 5: Viskoznost v začetni (0.1) in končni (1000) točki viskozne krivulje pri sevih E. coli, ter 
absolutne vrednosti njihovih naklonov. Ocenjena vrednost za eksperimentalno napako je 15 %. 
Sev η0,1 η1000 |k| 
MG1655 wt 2957,8 5,0 3,0 ± 0,5 
MG1655 csrA 2458,7 5,5 2,5 ± 0,4 
MG1655 pgaC 3104,4 5,2 3,1 ± 0,5 
MG1655 cpsE 1439,6 4,1 1,4 ± 0,2 
MG1655 eps- 2568,7 4,8 2,6 ± 0,4 
 
Manjša kot je absolutna vrednost naklona, manjša je pseudoplastičnost biofilma, kar 
pomeni počasnejše nižanje viskoznosti v odvisnosti od strižne hitrosti in večjo stabilnost 
preiskovanega materiala. Kot lahko vidimo iz te preglednice, so nakloni viskoznih 
krivulj podobni. Odstopa mutanta MG1655 cpsE, ki kaže manjšo pseudoplastičnost 
materiala.  
 
4.1.2 Primerjava viskoelastičnosti biofilmov divjega tipa in mutant 
 
Viskoelastične krivulje so prikazane na sliki 3. Iz slike je razvidno, da se 
viskoelastičnost posameznih sevov med seboj značilno razlikuje. Pri vseh sevih vidimo, 
da gre za viskoelastično trdne snovi, ki imajo v začetnem območju deformacij znatno 
višji G' modul kot G''. Iz oblik krivulj izhaja, da gre za trdne gelske strukture. Elastični 
moduli divjega seva ima vrednosti, ki se približajo 100 kPa, kar kaže na visoko 
strukturiran material, ki ima možnost plastičnega preoblikovanja. Vse mutacije 
izražanja zunajceličnih polimerov so znižale strukturno stabilnost biofilma. 
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Slika 3: Logaritem elastičnega oziroma viskoznega modula v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti 
biofilma bakterije E. coli MG1655 wt in vseh mutant na trdnem gojišču, pri čemer je bila vsebnost agarja 
2 %. Biofilme smo gojili na 37 °C, 24 ur. Prikazane so povprečne vrednosti in standardna napaka 
povprečja (n = 14 za divji tip in n = 15 za mutante). 
 
Z večanjem deformacije se struktura vseh biofilmov začne rušiti. Vrednost za začetno 
strižno deformacijo, pri kateri se struktura biofilma začne rušiti, je podana v Preglednici 
2. Rezultati kažejo, da je najbolj stabilna struktura biofilma divjega seva. Sledi ji 
mutanta MG1655 pgaC, najmanj stabilen biofilm pa naredi mutanta MG1655 csrA, kjer 
se struktura biofilma začne rušiti pri najnižjih strižnih deformacijah. V primerjavi z 
divjim tipom ima mutanta MG1655 csrA dvakrat nižjo vrednost deformacije, pri kateri 
se struktura biofilma začne rušiti.   
 
Preglednica 6: Vrednost amplitude strižne hitrosti, pri kateri se preiskovani material začne rušiti. 
Ocenjena vrednost za eksperimentalno napako je 15 %.  
Sev Amplituda strižne deformacije [%] 
MG1655 wt 0,163 ± 0,024 
MG1655 csrA 0,077 ± 0,012 
MG1655 pgaC 0,142 ± 0,021 
MG1655 cpsE 0,106 ± 0,016 
MG1655 eps- 0,089 ± 0,013 
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Ti rezultati korelirajo z rezultati o strukturiranosti biofilma v mirovanju, ki so prikazani 
v Preglednici 3.  Višje kot je razmerje med viskoznim in elastičnim modulom (tan ), 
manj trden je material. Najvišje vrednosti opazimo pri mutanti MG1655 csrA, kar 
pomeni, da je biofilm te mutante najbolj mehak. 
 
Preglednica 7: Povprečne vrednosti elastičnega in viskoznega modula v mirovanju in njune standardne 
napake sredine (SEG' in SEG''). Podatki zajeti pri strižni deformaciji 0,01 %.  
Sev G' [Pa] SEG' [Pa] G'' [Pa] SEG'' [Pa] tan δ = G''/G'  
MG1655 wt 83700,0 4511,5 18928,6 1187,8 0,23 
MG1655 csrA 62406,7 4396,1 17430,7 1116,8 0,28 
MG1655  pgaC 68793,3 5443,1 17051,3 1347,8 0,25 
MG1655 cpsE 33317,3 3338,4 8834,0 871,1 0,27 
MG1655 eps- 39993,3 4533,0 10738,0 1170,4 0,27 
 
Z večanjem strižne deformacije prihaja do vedno večjih strukturnih sprememb v 
strukturi biofilma, povečuje se velikost in delež razpok v biofilmu, kar vodi v razpad 
mreže biofilma. Do popolnega razpada struktura biofilma pride pri deformaciji, ko sta 
vrednosti za viskozni in elastični modul enaki. Rezultati za razpad strukture biofilma so 
podani v Preglednici 4. Iz rezultatov je razvidno, da se z večanjem deformacije struktura 
biofilma najkasneje poruši pri mutantah MG1655 csrA in MG1655 eps-. Najhitreje se 
rušenje strukture zaključi pri divjem tipu. Razlika med končno in začetno vrednostjo 
strižne deformacije pri kateri se struktura začne rušiti, kaže na plastičnost oziroma 
krhkost strukture. Glede na dobljene rezultate je struktura divjega tipa najbolj krhka, saj 
se po začetni rušitvi strukture z večanjem deformacije najhitreje poruši. Po drugi strani 
pa imata mutanti MG1655 csrA in MG1655 eps- najbolj plastično strukturo, kjer se 
začetni lom počasneje propagira skozi strukturo biofilma do dokončnega propada.  
 
Preglednica 8: Vrednost elastičnega in viskoznega modula, ter vrednost amplitude strižne hitrosti, pri 
kateri se preiskovani material popolnoma poruši oziroma steče. Ocenjena vrednost za eksperimentalno 
napako je 15 %. 
Sev G' = G'' [Pa] Amplituda strižne deformacije [%] 
MG1655 wt 10813,4 7,2 ± 1,1 
MG1655 csrA 6497,4 15,0 ± 2,3 
MG1655 pgaC 7705,2 8,6 ± 1,3 
MG1655 cpsE 5078,9 10,7 ± 1,6 
MG1655 eps- 4789,4 16,9 ± 2,5 
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4.1.3 Primerjava viskoznosti biofilma divjega tipa in mutant po dodatku 
detergenta oziroma destilirane vode 
 
Viskoznost biofilma je odvisna od stopnje navlaženosti. Nagojene biofilme pri običajnih 
pogojih vlažnosti na petrijevih ploščah smo po končani rasti izpostavili stoječi vodi za 1 
minuto. Dodatno smo preverili, kako vpliva dodatek površinsko aktivnih snovi na 
strukturne lastnosti biofilmov. Rezultati so prikazani na sliki 4. Dodatek vode je 
dramatično spremenil viskozne krivulje pri vseh sevih E. coli. Viskoznost se je v 
povprečju zmanjšala za več kot 10x, še bolj signifikantno pa se je spremenila oblika 
viskozne krivulje. Pri nizkih strižnih hitrostih se viskozna krivulja začne ravnati, kar 
pomeni, da se biofilm približuje vrednostim za viskoznost v mirovanju (η0). Za razliko 
od neomočenih biofilmov so povezave znotraj biofilma pri nizkih strižnih hitrostih zelo 
šibke in v nenehnem stanju formiranja in razbijanja, kar omogoča približno konstantno 
viskoznost pri nizkih strižnih hitrostih. V naslednjem intervalu, pri višjih strižnih 
hitrostih, vidimo strižno tanjšanje ali pseudoplastičnost, ki je značilna tudi za neomočen 
biofilm. Nakloni v tem delu krivulje so primerljivi tistim v neomočenem biofilmu. 
Viskoznost se z višanjem strižne hitrosti v pseudoplastičnem režimu manjša. Strukture v 
biofilmu se prilagajajo strižnemu toku tekočine tako, da se trenje znotraj biofilma 
zmanjšuje. Območje strižnih hitrosti pri katerih se pojavi pseudoplastičnost, je bistveno 
ožje kot pri neomočenem biofilmu. V tretjem intervalu, pri visokih strižnih hitrostih, se 
krivulja ponovno izravna. V tem delu so notranje strukture v biofilmu dokončno razbite 
in viskoznost ni več odvisna od strižne hitrosti. Primerjali smo tudi, kako se viskoznost 
pri divjem tipu in mutantah spremeni, če jim dodamo 41 mM raztopino detergenta SDS. 
Vpliv površinsko aktivne snovi je spremenil reološko obnašanje biofilma podobno kot 
dodatek vode. Vendar pa vpliv površinsko aktivne snovi ni imel enakega učinka na vse 
mutante. Največji učinek smo opazili pri divjem tipu in mutanti MG1655 eps-, kjer se je 
viskoznost dodatno znižala glede na dodatek vode. Nasproten učinek dodatka raztopine 
SDS smo opazili  pri mutantah MG1655 pgaC in MG1655 cpsE. Efekt dodatka 
raztopine SDS v primerjavi z vodo je najnižji pri mutanti MG1655 csrA, kjer se učinka 
skoraj popolnoma ujemata. 
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Slika 4: Primerjava viskoznih krivulj vseh petih sevov E. coli z B. subtilis po dodatku detergenta SDS oz. 
vode kot kontrole. (A: divji tip, B: mutanta MG1655 csrA, C: mutanta MG1655 pgaC, D: mutanta 
MG1655 cpsE, E: mutanta MG1655 eps-, F: B. subtilis) Koncentracija SDS je bila 41 mM. Podano je 
povprečje in standardna napaka povprečja ( n= 7 – 15). 
 
Rezultate po dodatku vode in detergenta bi lahko, vsaj deloma, razložili z efektom 
redčenja biofilma. Da bi to preverili, smo pripravili biofilm B. subtilis ter ga izpostavili 
dodatku vode in raztopine detergenta. Za primerjavo je na sliki 4F prikazan vpliv 
dodatka vode in detergenta na biofilm B. subtilis. Viskozna krivulja za neomočene 
biofilme B. subtilis je v primerjavi z E. coli bistveno nižja. Naklon krivulje je večji, kar 
pomeni, da je struktura bolj pseudoplastična. Po dodatku vode se je viskoznost bistveno 
manj zmanjšala kot pri E. coli, obenem pa je oblika krivulje ostala enaka, kot pri 
neomočenem biofilmu. Podobno, vendar značilno manj se je viskoznost znižala tudi po 
dodatku raztopine detergenta. Rezultati kažejo na kvalitativno drugačno obnašanje 
biofilmov E. coli in B. subtilis po omočenju. 
 
 
F E 
D C 
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4.2 VPLIV BIOCIDA NA ŽIVOST BIOFILMOV DIVJEGA TIPA IN MUTANT 
 
Zaradi različne sestave zunajceličnih polimerov pri divjem tipu in mutantah smo 
preverili, kako na različne biofilme vpliva dodatek 6 % vodikovega peroksida. Biofilmi 
so bili gojeni na steklu za 48 ur. Slike različnih biofilmov so prikazane na sliki 5. Iz 
slike je razvidno, da se mutante razlikujejo glede pokritosti in živosti na površini. 
Največjo pokritost lahko opazimo pri mutanti MG1655 csrA, kjer je celotna površina 
pokrita z biofilmom, ki raste v višino. Na tem biofilmu smo določili največji odstotek 
živih celic. Glede pokritosti sledita divji tip in mutanta MG1655 cpsE, najmanjšo 
pokritost pa smo opazili pri mutantah MG1655 pgaC in MG1655 eps-. Glede na živost 
so si ti štirje sevi precej podobni. 
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Slika 5: Primerjava pokritosti in živosti na površini pri divjem tipu in mutantah. (A: divji tip, B: mutanta 
MG1655 csrA, C: mutanta MG1655 pgaC, D: mutanta MG1655 cpsE, E: mutanta eps-). Sevi so rasli 48 
ur na mikroskopskih steklih, na 37 °C brez stresanja v LB gojišču z ustreznimi antibiotiki. Zgornja slika 
predstavlja reprezentativni DIC posnetek, spodnja slika pa fluorescenčni posnetek živosti celic (rdeče, 
mrtve celice, zeleno, žive celice). Merilo predstavlja 40 μm. 
 
Tako pripravljene biofilme smo tretirali s 6 % vodikovim peroksidom in ugotavljali 
učinkovitost delovanja peroksida. Rezultati za delež mrtvih celic po tretiranju s 
peroksidom glede na kontrolo, so prikazani na sliki 6. Pri vseh biofilmih je prišlo do 
povečanja deleža mrtvih po tretiranju. Največjo razliko med tretiranimi in kontrolnimi 
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vzorci smo opazili pri mutanti MG1655 csrA, ki po tretiranju s peroksidom najbolj 
odstopa. Pri ostalih sevih so razlike nekoliko nižje.  
 
 
Slika 6: Delež mrtvih celic po tretiranju s peroksidom glede na kontrolo pri vseh sevih. Kontrole smo 
tretirali s PBS, 20 minut. Prikazana je povprečna vrednost in njena standardna napaka (n = 16 – 18). 
  
Ker se je delež mrtvih celic pred tretiranjem s peroksidom precej razlikoval med sevi, 
smo za oceno učinkovanja protimikrobnega sredstva pri različnih sevih izračunali 
relativno učinkovanje protimikrobnega sredstva, in sicer tako, da smo delež mrtvih celic 
po končanem tretiranju delili z deležem mrtvih celic v kontroli. Vrednost za parameter 
je enak ena v primeru, da se deleža pred in po tretiranju ne razlikujeta, in večji od ena v 
primeru, da se po tretiranju delež mrtvih celic glede na kontrolo poveča. Rezultati so 
prikazani na sliki 7. Opazimo lahko, da mutanta MG1655 csrA signifikantno odstopa, 
učinkovitost delovanja peroksida je večja, kot pri ostalih sevih. Relativna učinkovitost 
pri vseh ostalih sevih je znotraj eksperimentalne napake podobna. 
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Slika 7: Primerjava relativne učinkovitosti H2O2 pri divjem tipu in mutantah. Prikazan je kvocient med 
tretiranim in netretiranim vzorcem in standardna deviacija izračunana za kvocient. 
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5 RAZPRAVA 
 
Na delovanje protimikrobnih sredstev v biofilmih pomembno vplivajo površinske 
lastnosti bakterijskih celic. V magistrski nalogi smo uporabili mutante E. coli MG1655, 
ki imajo spremenjen profil izražanja glavnih zunajceličnih polimerov, ki je shematsko 
prikazan v Preglednici 5. V prvem delu naloge smo se osredotočili na razlike v 
reoloških značilnostih med divjim sevom in različnimi mutantami. V nadaljevanju smo 
preverili, kako spremenjene površinske lastnosti celic vplivajo na delovanje 
protimikrobnega sredstva v biofilmu. Rezultati kažejo na značilne razlike v reološkem 
obnašanju in občutljivosti biofilmov na vodikov peroksid. 
 
Preglednica 9: Grafični prikaz produkcije znanih zunajceličnih polimerov E. coli MG1655 in njenih 
mutant. 
 PGA kodri kolanska kislina 
MG1655 wt    
MG1655 csrA    
MG1655 pgaC    
MG1655 cpsE    
MG1655 eps-    
 
Viskoznost bakterijskih suspenzij divjega tipa in mutant je bila nizka in podobna 
viskoznosti vode, ne glede na to, pod kakšnimi pogoji (stresanje/nestresanje, 28 ali 37 
°C) smo bakterije gojili. Vzorci so kazali šibko pseudoplastičnost, vendar v okviru 
eksperimentalne napake nismo uspeli zaznati večjih sprememb pri viskoznem 
obNašanju različnih bakterijskih suspenzij. Za razliko od bakterijskih suspenzij so bile 
razlike v viskoznosti med različnimi biofilmi večje. Reološko obnašanje biofilmov je 
bilo bolj kompleksno, zmanjšala se je ponovljivost meritev. Meritev viskozne krivulje 
smo optimizirali tako, da smo uporabili 2 % agar, ki nam je omogočil, da smo vzorce 
lažje postrgali iz plošč, ker so bili bolj kompaktni, ter da smo opustili uporabo velikih 
steklenih Petrijevih plošč in smo namesto tega uporabljali manjše plastične, iz katerih 
smo pridobili dovolj materiala za reološki vzorec. Na tak način smo izničili efekt 
sušenja materiala, ki je bil na velikih ploščah zelo izrazit, takoj po odvzemu prvega 
vzorca. S tem smo precej zmanjšali eksperimentalno napako. Če primerjamo viskozne 
krivulje biofilmov lahko opazimo, da mutacije ne spremenijo kvalitativnega obnašanja 
viskoznih krivulj biofilmov. Vsi biofilmi kažejo pseudoplastičnost, odstopa le mutanta 
MG1655 cpsE, ki ima nižjo viskoznost, vendar pa tudi značilno manjšo 
pseudoplastičnost. Pri tej mutanti prihaja do prekomernega izražanja kolanske kisline. 
Manjša pseudoplastičnost pomeni, da dodatek kolanske kisline v biofilm poveča 
rezistenco biofilma na tok.  
Vsi proučevani biofilmi so imeli viskoelastično gelsko strukturo, ki pa je bila različno 
močna. Najmočnejšo gelsko strukturo v mirovanju je kazal biofilm divjega tipa, 
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nekoliko nižjo pa mutanta MG1655 pgaC. V splošnem se je po mehanskih lastnostih 
biofilm mutante MG1655 pgaC najmanj razlikoval od divjega tipa. To kaže, da je za 
mehansko stabilnost biofilma divjega tipa bolj pomembno, da izdeluje kodre kot PGA. 
Mutanta MG1655 pgaC namreč ne izdeluje PGA, izdeluje pa kodre. Skladno s tem 
opazimo, da je pri mutanti MG1655 csrA, ki izdeluje PGA, ne pa tudi kodrov, efekt na 
mehanske lastnosti biofilma v primerjavi z divjim tipom bistveno večji. Biofilm 
mutante MG1655 csrA ima nižjo viskoznost in pseudoplastičnost, ima precej manj 
stabilno strukturo v mirovanju, struktura biofilma začne zelo hitro razpadati z višanjem 
strižne deformacije, vendar je struktura biofilma plastična in se po začetku razpada 
obdrži precej dlje časa. Rezultati za mutanti MG1655 csrA in MG1655 pgaC kažejo, da 
je za ohranjanje trdnosti biofilmske strukture ključna prisotnost kodrov. Kodri so 
nerazvejana proteinska vlakna, bogata z ß-ploskvami, ki so po strukturi podobna 
evkariontskim amilidnim vlaknom. Sestavljeni so iz podenot CsgA in CsgB, ki sta 
zgrajeni na podoben način, osnovna enota pa je sestavljena iz glicina, glutamina in 
asparagina (Barnhart in Chapman, 2006). Prisotnost -nagubanega lista omogoča 
visoko mehansko prožnost proteinu (elastični modul), obenem pa rezultati kažejo, da 
imajo biofilmi, obogateni s kodri, dovolj veliko viskoznost, da struktura biofilma ostaja 
plastična. 
Biofilmi mutante MG1655 cpsE na drugi strani kažejo najnižjo trdnost gelske strukture 
v mirovanju. To je mutanta, ki ne izdeluje PGA in kodrov, ampak večinsko kolansko 
kislino. Ko z večanjem strižne deformacije prihaja do rušenja strukture biofilma se 
mutanta MG1655 cpsE precej prej začne rušiti kot divji sev. Ker pa je imela mutanta 
MG1655 cpsE bistveno zmanjšano psudoplastičnost se je struktura po začetku rušitve 
bolje upirala deformaciji kot pri divjem tipu. Biofilm divjega tipa je po začetnem 
pokanju strukture relativno hitro razpadel, medtem ko je bil biofilm mutante MG1655 
cpsE bolj žilav in je prenesel večjo strižno deformacijo. To je skladno z rezultati 
meritve rotacijske viskoznosti, kjer je struktura biofilma mutante MG1655 cpsE kazala 
manjšo pseudoplastičnost (manjše zmanjšanje viskoznosti z naraščajočim strigom) kot 
pri divjem sevu. Kolanska kislina je kompleksen razvejan heteroglikan v zunajceličnem 
matriksu E. coli, ki lahko precej spreminja viskozno obnašanje celic. Povzroča, da se 
celice prostorsko razporedijo v ohlapne plasti (Pringent – Combaret in sod., 2000), 
medtem ko sev, ki ne proizvaja kolanske kisline, tvori gosto pakirane strukture (Danese 
in sod., 2000). Taka ohlapna struktura je očitno vzrok za nekoliko nižjo viskoznost, ki 
smo jo lahko opazili pri mutanti MG1655 cpsE.  Skladno s tem so tudi Beloin in sod. 
2008 pokazali, da kolanska kislina, ki nastaja kot odziv na prisotnost skoraj letalne 
koncentracije beta laktamskih antibiotikov, poslabša formacijo in obstojnost biofilmov. 
Zanimivo je, da divji sev kolanske kisline sploh ne producira.  
Presenetljivo je, da mutanta MG1655 eps-, ki ne dela nobenega od treh pomembnih 
zunajceličnih polimerov, še vedno tvori biofilm, ki po masi ni opazno odstopal od 
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ostalih biofilmov. Ta biofilm je po mehanskih lastnostih kvalitativno primerljiv divjemu 
sevu, vendar se od njega značilno loči. Biofilm mutante MG1655 eps- ima nižjo 
viskoznost, nižjo pseudoplastičnost, nižjo viskoelastičnost in manj krho strukturo pri 
razpadu strukture biofilma, kot divji sev. Ti rezultati kažejo, da za formiranje biofilma 
ni dovolj, če bakterija izdeluje PGA, kodre in kolansko kislino. Verjetno je to najbolj 
presentljiv rezultat naloge, saj je do sedaj veljalo, da so pri formiranju stabilne strukture 
biofilma potrebni PGA, kodri, kolanska kislina in celuloza. Zadnjih dveh divji sev E. 
coli MG1655 ne izdeluje. Glede na razultate pa je očitno, da lahko shaja tudi brez prvih 
dveh polimerov. V kolikor fenotip v celoti odraža spremenjeni genotip, je za formiranje 
biofilma potrebna nova, do sedaj še neidentificirana polimerna komponenta. 
Primerjali smo tudi, kako se posamezni sevi obnašajo po dodatku detergenta oziroma 
destilirane vode. Nativne biofilme smo za eno minuto izpostavili 41 mM detergentu 
SDS oziroma destilirani vodi in potem primerjali viskozne krivulje. Ugotovili smo, da 
prisotnost tekočine drastično spremeni obliko viskozne krivulje biofilmov, hkrati pa 
viskoznost biofilmov močno zmanjša. Kljub večjim pričakovanjem se je izkazalo, da 
SDS v primerjavi z destilirano vodo nima izrazito večjega učinka. Pri mutantah, kjer je 
prišlo do povečanja produkcije kodrov ali kolanske kisline (MG1655 pgaC in MG16555 
cpsE) je SDS manj znižal viskoznost kot voda, kar kaže, da gre za polarne komponente, 
na katere SDS deluje manj učinkovito. Na drugi strani pa je pri mutanti MG1655 eps- 
SDS bolj znižal viskoznost kot voda, kar nakazuje, da so neidentificirane komponente 
biofilma bolj hidrofobne. Velik učinek dodatka vode k mehaniki biofilma kaže, da je 
biofilm, ki ga proizvaja E. coli MG1655, precej polaren in omogoča vstop vode v 
strukturo biofilma, ki omogoča zmanjšanje trenja med komponentami biofilma in s tem 
omehča biofilm. V tem pogledu so precej različni biofilmi bakterije Bacillus subtilis, ki 
so izrazito hidrofobni in ne omogočajo vstopa vode in detergenta v strukturo biofilma. 
Površinske celice v biofilmu B. subtilis proizvajajo protein BslA, ki naredi površino 
biofilma superhidrofobno (Kesel in sod., 2016). Na tako superhidrofobno površino 
dodatek vode nima večjega vpliva. Ugotovili smo sicer, da se viskoznost po dodatku 
tekočine nekoliko zmanjša, kar bi verjetno lahko razložili s tem, da tekočine nismo 
mogli v celoti odstraniti iz vzorca in se je torej nekoliko razredčil. Vendar, ker se oblika 
viskozne krivulje ni spremenila, gre za enako strukturiranost materiala na mikroskopski 
skali, kot je bila pred omočenjem biofilma. V primerjavi s spremembo pri E. coli, je 
dodatek vode v biofilm B. subtilis zelo malo spremenil biofilm. Podobno kot voda, tudi 
SDS ni uspel dobro prodirati in razrušiti strukture biofilma B. subtilis. To je primerljivo 
efektu dodajanja etanola biofilmu B. subtilis, kjer vse do 70 % koncentracije etanola 
dodatek ni imel nobenega vpliva na površinsko napetost biofilma (Epstein in sod., 
2011).  
V drugem delu magistrske naloge smo se osredotočili na primerjavo vpliva biocida 
vodikov peroksid na živost biofilmov, ki so rasli na steklu. Gre za drugačno površino na 
kateri so rasli biofilmi kot pri reoloških testih, zato reološki rezultati ne morejo biti 
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direktno prenosljivi na rezultate, ki smo jih dobili pri proučevanju vpliva biocidov. Pri 
gojenju biofilmov na steklu je najgostejše biofilme delala mutanta MG1655 csrA, 
medtem ko so  ostali biofilmi tvorili manj pokrite površine. Mutanta MG1655 csrA tvori 
debelejše biofilme, saj njena mutacija preprečuje razpad biofilma (Jackson in sod., 
2001). Presenetljivo je, da je prav pri tem sevu efekt biocida največji. Pričakovali bi 
namreč, da bo zaradi debelejšega in bolj gostega biofilma vodikov peroskid težje 
prodiral v notranjost. Rezultati kažejo, da je na površini večina celic, ki je prišla v stik z 
vodikovim peroksidom, propadla. Ker gre za debelejše filme, je možno, da so celice v 
notranjosti preživele, česar nismo posebej preverjali. Pri ostalih mutantah je bil viden 
signifikanten porast števila mrtvih celic po dodatku vodikovaga peroksida, vendar niso 
propadle vse celice. Ker površina ni bila v celoti pokrita z biofilmom, je bil dostop 
vodikovega peroksida zaradi tega olajšan. Ker vse celice, kjub dostopnem vodikovemu 
peroksidu niso propadle, to kaže da so celice, ki so vezane na površino, v drugačnem 
fiziološkem stanju, kot celice v planktonski obliki. Kontrolni poskusi, ki smo jih 
opravili namreč kažejo, da je v planktonski obliki sredi eksponentne faze vodikov 
peroskid uničil večino celic. Da gre za  neugodne pogoje rasti na površini stekla pri 
danih pogojih gojenja kaže tudi dejstvo, da je veliko celic v kontrolnih vzorcih, ki niso 
bili izpostavljeni vodikovemu peroksidu, propadlo. To je precej različna situacija od 
rezultatov, ki so jih priddobili Bas in sodelavci 2017, kjer so pokazali, da pri ugodnih 
pogojih rasti v bogatem gojišču z dodanimi sladkorji večina celic v biofilmu na steklu 
preživi in je njihova občutljivost na dodani biocid predvsem odvisna od pokritosti 
površine z biofilmom.  
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6 SKLEPI 
 
 Biofilmi sevov E. coli MG1655 s spremenjenim izražanjem površinskih 
polimerov se po reoloških značilnostih značilno razlikujejo med seboj in od 
divjega tipa.  
 Največji efekt na mehanske lastnosti biofilma ima odsotnost zunajceličnih 
proteinov – kodrov. 
 Prekomerno izražanje kolanske kisline zmanjša viskoznost, pseudoplastičnost in 
stabilnost biofilma. 
 Kljub odsotnosti treh ključnih zunajceličnih polimerov (PGA, kodri in kolanska 
kislina) biofilm še vedno lahko nastane, kar kaže, da obstajajo neidentificirane 
zunajcelične polimerne komponente pri E. coli MG1655, ki omogočajo nastanek 
biofilma. 
 Za delovanje vodikovega peroksida niso občutljive vse celice v biofilmu. 
 Po dovzetnosti za vodikov peroksid izstopa mutanta MG1655 csrA, ki je 
bistveno bolj občutljiva kot ostali preiskovani sevi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Horvat M. Vpliv zunajceleličnih polimerov na mehanske in funkcionalne lastnosti biofilmov bakterije E. coli.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
40 
7 POVZETEK 
 
Biofilmi so sesilne skupnosti mikrobov, ki rastejo na površinah in so obdane z 
matriksom zunajceličnih polimerov. Matriks biofilma E. coli je lahko sestavljen iz treh 
različnih eksopolisaharidov: poli-N-acetilglukozamina (PGA), kolanske kisline in 
celuloze ter iz proteinskih kodrov. Izločene polimere so prepoznali kot ključne 
elemente, ki oblikujejo in zagotavljajo strukturno podporo za biofilm. Ti polimeri so 
zelo raznoliki in so pogosto vpleteni v vzpostavitev celičnih kontaktov, ki pripomorejo 
k formaciji biofilmov. E. coli MG1655, ki smo jo uporabljali v tej študiji, izloča 
predvsem PGA in kodre. 
Določanje reoloških lastnosti biofilmov in interpretacija rezultatov je zapletena, zaradi 
strukturne heterogenosti biofilma, ki je ena izmed glavnih značilnosti biofilmskih 
sistemov. Viskoelastičnost matriksa zrelega biofilma določa njegovo odpornost proti 
stresu in njegove mehanizme disperzije. Kot ostali viskoelastični materiali, imajo tudi 
biofilmi mešanico elastičnih in viskoznih lastnosti. Biofilmi so zaradi svoje strukture 
običajno bolj odporni proti protimikrobnim sredstvom. Splošna domneva je, da je 
učinkovitost biocida v biofilmu približno tri velikostne razrede nižja v primerjavi z 
bakterijskimi suspenzijami. Vendar pa bi to lahko bilo zavajujoče, ker so biofilmi po 
naravi heterogene strukture in imajo lahko različni deli biofilma signifikantno različno 
dovzetnost za biocide. 
Pri magistrski nalogi smo se osredotočili na razlike v reoloških lastnostih ter na razlike 
v dovzetnosti za vodikov peroksid pri divjem tipu E. coli MG1655 in štirih mutantah, ki 
so proizvajale le določene zunajcelične polisaharide. Razlike v reoloških lastnostih smo 
določali na tekočih in trdnih vzorcih. Biofilmi različnih sevov so se med seboj značilno 
razlikovali. Največji efekt na mehanske lastnosti biofilma je imela odsotnost proteinskih 
kodrov. Prekomerno izražanje kolanske kisline je zmanjšalo viskoznost, 
pseudoplastičnost in stabilnost biofilma. Odsotnost sinteze PGA, kodrov in kolanske 
kisline ni zavrla nastanka biofilma. To je preseneteljivo, saj v literaturi ni poznano, kako 
lahko biofilm nastane brez teh ključnih komponent. Učinkovitost delovanja vodikovega 
peroksida smo preverjali tako, da smo biofilme nagojili na objektnih stekelcih, nato pa 
tretirali s vodikovim peroksidom, barvali z barvilom LIVE/DEAD in opazovali pod 
mikroskopom. Ugotovili smo, da se učinkovitost delovanja vodikovega peroksida med 
sevi razlikuje. Po dovzetnosti za vodikov peroksid izstopa mutanta MG1655 csrA, pri 
kateri je bil vodikov peroksid znatno bolj učinkovit kot pri ostalih sevih. Kljub 
dostopnosti za vodikov peroksid niso propadle vse celice na površini. 
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PRILOGE 
 
 
Priloga A: Logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti biofilma bakterije E. coli 
MG1655 wt v tekočem gojišču LB po 24 urni inkubaciji na 37 °C oziroma 28 °C. 
 
Viskozni krivulji tekoče kulture E. coli MG1655 wt pri temperaturah 28 °C in 37 °C se 
skoraj popolnoma prekrivata in se približujeta viskoznosti vode. Opaznih ni praktično 
nobenih razlik. 
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Priloga B: Logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti biofilma bakterije E. coli 
MG1655 wt v tekočem gojišču LB po 24 urni inkubaciji na 37 °C pri stresanih in nestresanih pogojih. 
 
Viskozni krivulji tekoče kulture E. coli MG1655 wt pri stresanih in nestresanih pogojih 
se razlikujeta pri nizkih strižnih hitrostih in se približujeta viskoznosti vode pri višjih 
strižnih hitrostih. 
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Priloga C: Logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti biofilma bakterije E. coli 
MG1655 wt na trdnem LB gojišču z različnimi koncentracijami agarja po 24 urni inkubaciji na 37 °C. 
 
Opazimo lahko, da se viskozna krivulja biofilma na gojišču z 1.5 % agarjem 
signifikantno razlikuje od ostalih krivulj. Ostale viskozne krivulje so v okviru 
eksperimentalne napake enake, zato smo uporabljali gojišče z 2 % agarjem, kar je 
najbolj ekonomično. 
 
